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L'ostéoarthrose (OA) et la polyarthrite rhumatoïde (PAR) sont des maladies 
dégénératives qui touchent des milliers de Canadiens et impliquent une réaction inflammatoire 
du cartilage osseux articulaire ainsi qu'une douleur chronique des articulations. Le récepteur BI 
des kinines représente une cible thérapeutique intéressante pour traiter les patients souffrant 
d'OA et de PAR. Ce récepteur est non constitutif, est induit par les cytokines pro-
inflammatoires et produit la douleur et l'inflammation. 
Le premier but de ce projet vise à vérifier l'hypothèse selon laquelle le récepteur BI est 
exprimé dans des membranes synoviales ostéoarthrosiques humaines. Pour ce faire, nous avons 
reçu des tissus humains frais provenant d'une chirurgie de remplacement total du genou. La 
technique de réaction en chaîne de polymérase (PCR) quantitative nous a permis de quantifier le 
niveau d'expression d'ARN du récepteur BI. Le score inflammatoire de tous les patients a été 
analysé histologiquement et l'expression du facteur nucléaire NF-kB a été quantifiée par 
immunobuvardage de type Western. Pour la première fois, nous avons donc confirmé la 
présence de l' ARN du récepteur BI dans les tissus de membranes synoviales ostéoarthrosiques 
humaines. Cependant, nous avons pu déterminer que les niveaux d'expression du récepteur BI 
ne corrélaient pas avec le score histologique d'inflammation ou avec l'expression du facteur 
nucléaire NF-kB. Aussi, la stratification des patients selon leur traitement pharmacologique 
respectif ne modifiait pas ces résultats. Nous avons tout de même réussi à démontrer que 
l'expression du récepteur BIchez les patients est différente selon leur traitement 
pharmacologique anti-inflammatoire ou non. Nous avons également étudié le profil 
d'expression d'ARN du récepteur BI après la stimulation de membranes synoviales ex vivo 
(explants) avec différents agents reconnus pour induire le récepteur BI. Dans notre modèle 
humain, l'ARN du récepteur BI n'était pas augmenté spécifiquement par les cytokines pro-
inflammatoires et autres agents inducteurs. De plus, un immunobuvardage de type Western n'a 
pas permis de détecter la présence de la protéine du récepteur BI dans les tissus de membranes 
synoviales. 
La deuxième partie du projet vise à explorer des biomarqueurs potentiels de l'activité 
fonctionnelle du récepteur BI. Nous avons évalué les niveaux de production de cytokines, de 
prostaglandines et de métalloprotéase-2 dans des explants de membranes synoviales préincubés 
ou non avec l'interleukine-IP puis stimulés avec l'agoniste BI humain seul ou combiné à 
l'antagoniste BI humain. Dans ces mêmes explants, nous avons quantifié l'expression des 
Mitogen Activated Prote in Kinase et de la cyclooxygénase 2. Cette étude a permis de montrer 
que l'activation du récepteur BI menait à la production variable de médiateurs selon chaque 
patient. Plusieurs facteurs biologiques humains peuvent influencer la réponse fonctionnelle. 
Mots clés: Récepteur BI, kinines, humain, synovium, bradykinine, kallidine, inflammation, 
douleur, ostéoarthrose, polyarthrite rhumatoïde, agoniste BI, antagoniste BI 
v 
Abstract 
Osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) are degenerative diseases which 
affect thousands of Canadians and imply an inflammatory reaction of the articular cartilage as 
well as a local chronic pain. The kinin BI receptor represents an interesting therapeutic target to 
treat patients suffering from OA and RA; it is non constitutive, it is induced by the pro-
inflammatory cytokines and itself induces pain and inflammation when stimulated by its 
specific agonist. 
The first goal of this study is to determine the presence of the BI receptor in synovial 
tissues from patients with OA. To do so, synovial tissues obtained from patients with OA or RA 
during joint replacement surgery were examined for BI receptor mRNA quantification by real 
time polymerase chain reaction (PCR) relatively to a reference gene (GAPDH). The 
inflammatory score of all patients was also analyzed and NF -kB factor was quantified by 
Western Blot. For the first time, we have thus confirmed the presence of the BI receptor rnRNA 
in human OA synovial membranes. On the other hand, these expression levels were very 
variable and were not in correlation with the inflammation score of the corresponding patients 
nor with the expression of the NF-kB factor. The stratification of the correlations by 
pharmacological treatments did not modify those results. We succeeded to demonstrate that 
anti-inflammatory treatments modified BI receptor expression levels. We also studied the 
expression profile of the BI receptor rnRNA following stimulation of synovial membranes with 
various agents known to induce the BI receptor. Our human model shows that mRNA of the BI 
receptor was not specifically induced by the pro-inflammatory cytokines and other inducive 
agents. Moreover, Western Blots allowed us to examine the presence of BI receptor protein in 
human synovial membranes. However; the prote in expression has not been detected to this date. 
A second part of the project aims at exploring different potential biomarkers of the BI 
receptor's functional activity. We evaluated cytokines, prostaglandins and metalloprotease-2 
production levels in explants of synovial membranes preincubated or not with interleukine-I ~ 
and then stimulated with the human BI agonist only or combined with the human BI 
antagonist. In these same explants, we quantified the expression levels of MAPKs and the 
cyc100xygenase 2. This study showed that the BI receptor activation led to variable production 
of mediators according to each patient. Different human biological factors may influence the 
biological response. 
Key words: BI receptor, kinins, human, synovium, bradykinin, kallidin, inflammation, pain, 
osteoarthritis, rheumatoid arthritis, BI agonist, BI antagonist 
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1.0 Le système des kinines 
1.1 Un bref historique 
Le système kallicréine-kinine est une cascade métabolique endogène permettant 
de libérer des substances vasoactives et proinflammatoires, comme la bradykinine (BK) 
(Bhoo1a et al., 1992), à partir d'un précurseur produit dans le foie et clivé par des 
enzymes spécifiques ou non (Moreau et al., 2005). Les kinines agissent via des 
récepteurs spécifiques, les récepteurs Blet B2. Les principaux éléments du système, 
sont les kininogènes, les kallicréines ainsi que les kinines et leurs récepteurs. 
L'histoire du système kallicréine-kinine débuta lorsque l'équipe de chercheurs 
français, Abelous et Bardier (1909), observe un effet hypotensif de l'urine humaine 
lorsqu'injectée par voie intraveineuse chez le chien (Abelous et Bardier, 1909). 
Quelques années plus tard, une hormone décrite comme étant produite à l'extérieur du 
rein et éliminée dans l'urine est nommée kallicréine (Kraut et al., 1930), du grec 
kallikreas qui veut dire pancréas, puisqu'elle a été isolée de cet organe. 
Subséquemment, Werle (1939) et ses collaborateurs ont montré qu'uniquement en 
présence de kallicréine, le plasma provoque une contraction des couches musculaires 
lisses de l'iléon de cobaye (Werle et Grunit, 1939). La substance active du plasma 
responsable de cet effet est alors nommée substance DK (Dannkontrahierenden 
Substanz) par Werle (1939). Ce n'est qu'une dizaine d'années plus tard qu'on admit 
qu'elle provient du kallidinogène et qu'elle est libérée enzymatiquement (Werle et 
Berek, 1948). Durant la même période, le groupe brésilien de Rocha e Silva identifia 
une substance vasoactive libérée en incubant du sérum de mammifère avec du venin de 
serpent et observa une contraction (Moreau et al., 2005) de l'iléon de cobaye (Rocha E 
Silva et al., 1949). Cette contraction étant beaucoup plus lente que celle généralement 
obtenue avec l'histamine ou l'acétylcholine, ils la nommèrent BK (Rocha E Silva et al., 
1949), du grec bradus qui signifie lent et kinein qui signifie mouvement. Ils identifièrent 
aussi son précurseur, le bradykininogène (Rocha E Silva et al., 1949). Il fallu encore une 
décennie avant d'isoler la BK du plasma et d'identifier sa structure primaire 
nonapeptidique (Elliott et al., 1959). Peu de temps après, Lewis (1964) démontra pour la 
première fois que la BK induit les signes classiques de l'inflammation, soit la 
perméabilité vasculaire, l'œdème et la douleur (Lewis, 1964). De plus, dans les années 
60, les technologies ont permis de synthétiser des peptides actifs (Merrifield, 1964) 
ainsi que d'analyser leurs effets in vivo et in vitro (Ferreira et Vane, 1967; Frey et al., 
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1967). Dès 1970, des centaines de composés dérivés des kinines avaient été synthétisés 
par les laboratoires et les compagnies pharmaceutiques. Alors que plusieurs étudièrent 
les effets vasoactifs et inflammatoires de ces peptides, d'autres développèrent des 
agonistes et antagonistes qui les ont menés à suggérer une dualité dans les récepteurs 
caractérisant l'effet des kinines (Regoli et Barabé, 1980). Le groupe de Regoli les 
nomma récepteurs BI et B2, différents non seulement sur une base pharmacologique, 
mais aussi au point de vue de leur profil d'expression. Les avancées technologiques des 
années 80-90 ont mené au clonage des séquences des deux récepteurs (McEachern et 
al., 1991; Menke et al., 1994) ainsi qu'à la genèse de modèles de suppression ciblée 
(KO) (Borkowski et al., 1995; Pesquero et al., 2000). Ces outils génétiques furent fort 
intéressants pour démontrer que le récepteur BI est régulé à la hausse in vivo par des 
procèssus pro-inflammatoires (Perkins et Kelly, 1993; Marceau, 1995). De plus, lors de 
l'étude des propriétés vasoactives d'aorte de lapin en présence d'agoniste du récepteur 
BI, il fut démontré que l'habileté de des-Arg9-BK à faire contracter le muscle lisse est 
acquise durant l'incubation in vitro de l'aorte (Deblois et Marceau, 1987), et que 
l'application d'interleukine-l (IL-l) durant cette incubation augmente la réponse à 
l'agoniste (Deblois et al., 1988). Enfin, les kinines et leurs récepteurs ont été 
initialement définis selon les critères pharmacologiques, avant leurs caractéristiques 
moléculaires. La classification des récepteurs des kinines (Regoli et Barabé, 1980) fut 
élaborée sur la base rigoureuse de l'application de trois critères pharmacologiques 
proposés par Schild, à savoir l'ordre de puissance des agonistes, les affinités apparentes 
des antagonistes et l'absence de désensibilisation croisée (Schild, 1973). C'est pourquoi 
le récepteur port~t le nom de BI n'est pas le premier à avoir été découvert et cloné, 
mais bien le premier pour lequel un antagoniste spécifique a été développé (desArg9-
Leu8-BK). 
1.2 Système Kininogène-Kallicréine-Kinines 
1.2.1 Kininogène, précurseur des kinines 
Les kinines sont libérées par la protéolyse endogène de précurseurs circulant 
dans le plasma nommés kininogènes. Ces derniers sont des glycoprotéines synthétisées 
par les hépatocytes du foie et composées d'une chaîne lourde à l'extrémité N-termÏnale 
et d'une chaîne légère à l'extrémité C-terminale, avec le segment formateur de la BK 
s'intercalant entre les deux (Moreau et al., 2005). Il existe deux types de kininogène, 
soit le kininogène de haut poids moléculaire (KHPM; 626 acides aminés) et celui de 
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faible poids moléculaire (KFPM; 409 acides aminés), qui diffèrent au niveau de leur 
taille, de leur structure et de leur susceptibilité à être clivé par les kallicréines tissulaires 
ou plasmatiques (Proud et Kaplan, 1988). Pour faire une distinction claire entre les 
KHPM et KFPM, le texte qui suit détaillera les caractéristiques propres à chacun. 
Tout d'abord, les kininogènes sont composés de trois portions fonctionnellement 
différentes représentées à la figure 1 : une chaîne lourde commune comprenant les 
domaines D1-D2 et D3, une région kinino-formatrice D4 où l'on retrouve la séquence 
BK (Bhoola et al., 1992), ainsi qu'une chaîne légère distincte (Colman, 1996). Dans 
cette dernière, le KHPM possède deux domaines en position C-terminale, D5 et D6, qui 
permettent l'activation du système de contact de la coagulation en fixant le facteur XI et 
la surface anionique des plaquettes, des neutrophiles et de l'endothélium (Colman et 
Schmaier, 1997). En effet, le domaine D5 du KHPM se lie aux surfaces membranaires 
cellulaires chargées négativement grâce à une région riche en acides aminés cationiques 
(DeLa Cadena et Colman, 1992). Toutefois, la principale affinité du domaine D6 de la 
chaîne légère est pour le site de liaison spécifique de la prékallicréine plasmatique 
(Sugo et al., 1980), ce qui créée un complexe KHPM-prékallicréine-facteur XI circulant 
(Mandle et al., 1976; Thompson et al., 1977). Ce complexe confère à la chaîne légère de 
KHPM un rôle de protéine d'ancrage pour la liaison de la kallicréine plasmatique à la 
membrane externe des neutrophiles (Figueroa et al., 1992), donnant lieu à la formation 
de kinines à la surface de ces cellules inflammatoires (Figueroa et al., 1992), un 
processus d'une importance physiologique considérable (Perron, 1999). 
La chaîne légère du KFPM ne possède que le cinquième domaine insuffisant, de 
par sa structure, à l'initiation de la cascade de coagulation (Descarie, 1997). Le domaine 
D6 est absent du KFPM, de même que la région riche en acides aminés cationiques 
conférant au KHPM la capacité de se lier aux surfaces chargées négativement (Bhoola 
et al., 1992). Les fonctions précises du domaine D5 de KFPM sont encore mal connues 
(Moreau et al., 2005). 
Le KFPM est le substrat préférentiel de la kallicréine tissulaire pour libérer la 
Lys-BK (Kallidine; KD) (Werle et al., 1961) alors que le KHPM est clivé 
préférentiellement par la kallicréine plasmatique pour former la BK (Nagasawa et 
Nakayasu, 1979). Des études ont montré la présence de KHPM et de KFPM à la surface 
de neutrophiles (Figueroa et al., 1992) et dans le cartilage et la membrane synoviale 
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humaines (Legris et al., 1994). Certaines caractéristiques d'inhibition de protéases des 
domaines D2 et D3 de la chaîne lourde ainsi que la présence des kininogènes sur les 
cellules inflammatoires et enflammées pourraient laisser croire qu'ils détiennent des 
propriétés anti-inflammatoires (Colman, 1996). En 1985, les premières mesures par 
essai de radioimmunologie des concentrations plasmatiques de ~PM chez l'homme se 
situaient environ à 90 ~g/mL alors que celles pour KFPM étaient de 190 ~g/mL (Adam 
et al., 1985), et ces niveaux sont augmentés en condition inflammatoire (Perron, 1999). 
KFPM 
KHPM 
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Figure 1 Structure et fonction des domaines des kininogènes, inspiré de ((Gobeil, 
1998)). FXI : facteur de coagulation XI ; PK: prékallicréine ; KFPM : kallicréine de 
faible poids moléculaire; KHPM: kallicréine de haut poids moléculaire; BK: 
bradykinine. 
1.2.2 Kallicréine tissulaire et plasmatique 
Les kallicréines sont des protéases à sérine avec une affinité spécifique pour les 
kininogènes et qui sont produites sous formes inactives, les prékallicréines. Elles se 
subdivisent en deux groupes principaux, soient les kallicréines plasmatiques sécrétées 
par les hépatocytes du foie, et les kallicréines tissulaires s~thétisées essentiellement 
par le rein, le pancréas, l'intestin et plusieurs autres glandes (Bhoola et al., 1992). Les 
deux types diffèrent par leur poids moléculaire (PM), la spécificité de leur substrat ainsi 
que le produit de leur action enzymatique (Gobeil, 1998). Chacun de ces systèmes 
enzymatiques peut jouer un rôle physiopathologique important. 
La kallicréine plasmatique est une glycoprotéine d'un PM variant entre 85 et 88 
kilo dalton (KDa) codée par un seul gène (KLKB1) (Moreau et al., 2005) et produite 
uniquement au niveau du foie (Bhoola et al., 1992). À la suite de l'élimination du 
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segment inhibiteur (pré-), elle circule dans le plasma sous forme d'un complexe 
hétérodimérique avec le KHPM (Mandle et al., 1976). Chez l'homme, la kallicréine 
plasmatique est présente dans le plasma à des concentrations de 35-50 Jlg/mL (Moreau 
et al., 2005) dont environ 80-90 % se retrouve complexée à KHPM (Mandle et al., 
1976). Comme la kallicréine plasmatique représente un élément important de la voie 
intrinsèque de la coagulation sanguine, son activation enzymatique dépend entre autres 
des facteurs de la cascade de coagulation (facteur de Hageman ou facteur XII) qui se 
déclenche lorsque le sang entre en contact avec des composantes de la matrice tissulaire 
(protéoglycanes, collagène, héparine) (Kaplan et al., 1997) ou autres particules chargées 
négativement (Margolis, 1963). De plus, il a été démontré que la simple liaison du 
KHPM aux cellules endothéliales par les domaines 3 et 5 peut aussi mener à son 
activation (Motta et al., 1998; Lin et al., 2000). La kallicréine plasmatique relâche la BK 
du KHPM en clivant les portions N- et C-terminale délimitant le domaine 4 suivant 
deux étapes enzymatiques. Le nonapeptide libéré possède une arginine en N- et C-
terminale (Mori et Nagasawa, 1981), et la kallicréine plasmatique circule complexée au 
KHPM. Le KFPM n'est normalement pas le substrat préférentiel pour la kallicréine 
plasmatique, mais la BK peut être libérée de ce précurseur en présence de l'élastase 
leucocytaire (Bhoola et al., 1992). 
La kallicréine tissulaire est une glycoprotéine de PM variant entre 28 et 48 KDa 
(Moreau et al., 2005) et qui est largement distribuée dans l'organisme. Elle est 
synthétisée par différentes cellules sous forme de proenzyme, la prokallicréine. Elle 
reste inactive en présence de son inhibiteur endogène, la kallistatine, exprimé dans 
différents tissus, cellules et même dans le plasma humain (Chao et al., 1996). Cet 
inhibiteur endogène pourrait jouer un rôle de régulation du système kinine-kallicréine 
dans l'inflammation, car les taux d'ARNm de kallistatine sont significativement réduits 
suite à un état inflammatoire aigu (Chao et al., 1996), ce qui permettrait d'augmenter le 
niveau de kinines synthétisées. De plus, il y a quelques années, des kallicréines 
tissulaires ont été identifiées chez le neutrophile humain (Figueroa et al., 1989), ce qui, 
encore une fois, positionne le système kallicréine-kinine au centre du processus 
inflammatoire. La prokallicréine tissulaire est activée suite au clivage d'une portion en 
N-terminale (Gobeil, 1998). Cette activation peut être stimulée par divers agents tels 
que la trypsine, la plasmine ou même par la kallicréine plasmatique et des influx 
nerveux (Gobeil, 1998). Une fois activée ou dés inhibée, la kallicréine tissulaire clive les 
liens peptidiques entre la Met379-Lys380 et l'Arg389-Ser390 du KFPM humain pour 
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libérer le décapeptide Lys-BK (kallidine, KD) (Fogaca et al., 2004), qui possède les 
mêmes effets biologiques que la BK mais qui est beaucoup plus puissant, 
particulièrement chez l'horrime (Regoli et Barabé, 1980). Bien que le KFPM soit réputé 
pour être le substrat préférentiel de la kallicréine tissulaire, cette dernière peut aussi 
cliver le KHPM (Moreau et al., 2005). Les peptides résultant de l'interaction 
kallicréine-kininogène sont au cœur de multiples processus inflammatoires et 
composent la famille des kinines. 
1.2.3 Formation et métabolisme des kinines 
Une fois les kinines libérées des kininogènes par les kallicréines, elles sont 
rapidement métabolisées dans le sang par les kininases et autres peptidases et par 
conséquent, possèdent une demi-vie plutôt courte d'environ 15 à 30 secondes (Ferreira 
et Vane, 1967). Certaines de ces modifications peuvent transformer un agoniste en 
métabolite inactif ou encore en un agoniste plus puissant. Quatre principales kinines 
sont produites chez l'homme et leurs séquences peptidiques sont décrites à la figure 2. 
n existe deux grandes classes de kininases : les kininases 1 et la kininase II. Cependant, 
il est important de noter que cette terminologie ne désigne pas un type d'activité limité 
aux kinines et il y a donc une variété de substrats peptidiques endogènes pouvant être 
hydrolysés pas ces mêmes enzymes (Skidgel et Erdos, 1998). 
Bradykinine (BK) . Arg1 Pro2 Pro3 Gly4 Phe5 Ser6 Pro7 Phe8 Arg9 
desArg9-BK (DBK) Arg1 Pro2 Pro3 Gly4 Phe5 Ser6 Pro7 Phe8 
Kallidine (Lyso-BK ou KD) Lyso Arg1 Pro2 Pro3 Gly4 Phe5 Ser6 Pro7 Phe8 Arg9 
desArglO-KD(LysO-desArg9-BK) Lyso Arg1 Pro2 Pro3 Gly4 Phe5 Ser6 Pro7 Phe8 
Figure 2 Séquences peptidiques des kinines retrouvées chez l'humain. 
Les carboxypeptidases N et M (CPN et CPM) sont des métallopeptidases clivant 
une variété de peptides contenant une queue carboxy-terminale Arg ou Lys pour les 
rendre biologiquement actifs (Proud et al., 1987; Erdos, 1990). La CPN est sécrétée 
dans le sang par le foie alors que la CPM est exprimée à la surface des cellules 
épithéliales; elles sont aussi respectivement connues sous le nom de kininase 1 soluble 
et tissulaire (Moreau et al., 2005). Elles clivent l'arginine en position C-terminale de la 
BK et de la KD pour libérer les agonistes du récepteur BI, la desArg9BK (dBK) et la 
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desArg10KD (dKD) (Bhoola et al., 1992). La CPM est exprimée sur une variété de 
cellules et de tissus, souvent là où les récepteurs des kinines sont également localisés. 
Cette enzyme aurait donc des fonctions importantes à jouer dans l'inflammation, 
comme elle permet de réguler l'action locale des kinines, en formant la desArlBK au 
site d'inflammation, là où son récepteur (BI) peut être induit (Perron, 1999). Toutefois, 
la production des agonistes du récepteur BI par les kininases l en condition 
physiologique peut s'avérer de moindre importance, car ils demeureront inactifs en 
l'absence de leur récepteur (Gobeil, 1998). En outre, une étude a montré que la CPN 
possède une forte activité dans le liquide synovial de patient souffrant d'ostéoarthrose 
(OA) ou de polyarthrite rhumatoïde (PAR), même si les niveaux sont inférieurs à ceux 
du plasma (Chercuitte et al., 1987). Les kininases solubles diffuseraient du sang vers le 
liquide synovial suite à l'augmentation de la perméabilité vasculaire lors du début de la 
réponse inflammatoire (Chercuitte et al., 1987). Suivant la formation des agonistes BI, 
l'activation du récepteur BI entretiendrait la boucle inflammatoire. Donc le 
métabolisme des kinines par les CPN et CPM joue un rôle important dans les réponses 
inflammatoires mettant en jeu le récepteur Bien régulant la formation de ses agonistes. 
Une fois libérées et clivées, les kinines se lient à leur récepteur, soit le récepteur· 
BI et/ou B2 pour l'activer. Alors que chez les mammifères le récepteur B2 possède une 
grande affinité pour les kinines natives générées directement par les kallicréines (BK et 
KD), l'unique séquence peptidique endogène avec une affinité subnanomolaire pour le 
récepteur BI humain est la desArg10-KD (Leeb-Lundberg et al., 2005). Chez l'homme, 
la KD est la kinine la plus abondante dans le plasma et l'urine; les niveaux 
plasmatiques de BK sont d'environ 1,97 pg/mL alors ceux de KD atteignent 81,0 pg/mL 
(Hilgenfeldt et al., 1995). De plus, la concentration sanguine mesurée de desArg9-BK 
est plus élevée que celle de BK (Odya et al., 1983). En effet, une étude chez des sujets 
normotendus a démontré que la concentration moyenne de desArg9-BK immunoréactive 
(204 pg/mL) au niveau du sang veineux est largement supérieure à celle de la BK (67 
pg/mL) (Odya et al., 1983) montrant ainsi la prédominance de l'action des kininases l in 
vivo. Cependant, ces données sont très controversées puisqu'une autre étude a montré 
que l'activation rapide des kininogénases lors des prélèvements sanguins porte à 
augmenter les niveaux de kinines (Proud et al., 1987). Également, le blocage des 
kininases par des inhibiteurs de protéinases n'a pas modifié leur taux d'activité obtenus 
dans le plasma (Marceau, 1995). Les niveaux absolus de kinines dans la plasma humain 
sont donc souvent surestimés, et peuvent varier selon l'activation de différentes 
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peptidases ou du système de contact (Cyr et al., 2001). D'autres études ont mesuré des 
taux de desArg9 -kinines collectées du plasma humain allant jusqu'à 100 nM (Santora, 
1989). Ils expliquent leurs résultats par l'activation des kininases de type 1 lors des 
prélèvements sanguins. De façon générale, les kinines sont retrouvées dans le sang, 
l'urine, les liquides bronchoalvéolaires et nasaux ainsi que dans le liquide synovial 
(Scicli et al., 1984; Christiansen et al., 1987). Chez l'homme, le taux circulant de kinines 
est principalement contrôlé par la CPN, mais sur les surfaces endothéliales, 
particulièrement au niveau du lit vasculaire, par l'enzyme de conversion de 
l'angiotensine (Perron, 1999). 
La BK fut d'abord reconnue pour ses effets vasodépresseurs sur le système 
cardiovasculaire (Nakhostine et al., 1993), et ensuite pour son rôle de médiateur dans les 
changements de perméabilité vasculaire (Elliott et al., 1959; Vianna et Calixto, 1998). 
En effet, l'exposition in vitro de tissus vasculaires à la BK provoque la contraction des 
cellules du muscle lisse de l'aorte de lapin (Deblois et al., 1988) ou la relaxation de 
l'artère mésentérique de lapin (Deblois et Marceau, 1987). En condition inflammatoire, 
les kallicréines sont inactivées plus lentement que les kinines et la dégradation de ces 
dernières est réduite par la diminution du pH au site d'inflammation (Perron, 1999). La 
demi-vie des kinines en est donc allongée, ce qui leur permet de participer au maintien 
de la réponse inflammatoire. De façon expérimentale, la formation accrue de desArg9-
BK par rapport à sa dégradation fut vérifiée dans les liquides synoviaux enflammés 
humains (Chercuitte et al., 1987). On croit que la voie d'entrée des kinines dans le 
système inflammatoire serait la migration des neutrophiles (Rahman et al., 1995). En 
effet, la découverte de la présence de kallicréine dans les granules des neutrophiles ainsi 
que la preuve de l'attachement des kininogènes à leur surface membranaire ont permis 
d'avancer que la formation de kinines se fait lors de la dégranulation des neutrophiles en 
réponse à une attaque durant un épisode d'inflammation aiguë (Rahman et al., 1995). 
En outre, les kinines sont impliquées dans la douleur par une stimulation directe des 
fibres afférentes sensorielles de type C et Aô (Banik et al., 2001), ou encore par 
stimulation indirecte suivant la relâche de cytokines, de médiateurs lipidiques et/ou de 
neuropeptides (Chichorro et al., 2004). 
Les kinines sont métabolisées en fragments inactifs par les kininases Il. 
L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) catalyse non seulement la formation 
d'angiotensine II (Ang II) à partir d'angiotensine 1 (Ang 1), mais clive aussi à deux 
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endroits de leur séquence les kinines pour les rendre inactives (Erdos, 1979). L'ECA est 
une dipeptidase hautement glycosylée dont le site actif possède un site de liaison pour 
les atomes de zinc (Erdos, 1979). Parce qu'elle possède une plus grande affinité pour la 
BK (Km de 0,18 !lM) que pour l'Ang 1 (Km de 16 !lM), l'ECA est maintenant aussi 
appelée kininase II (Erdos, 1990). L'ECA inactive la BK en hydrolysant 
séquentiellement les liens Pro7 _Phe8 et Phe5 -Ser6 pour former des dipeptides et la BK{l-5) 
(Moreau et aL, 2005), ou encore un tripeptide à partir de la desArg9BK (lnokuchi et 
Nagamatsu, 1981), tous des métabolites inactifs des kinines. L'ECA est principalement 
localisée sur l'endothélium vasculaire, à la membrane des cellules endothéliales, où elle 
clive la BK circulante (Igic et al., 1972), mais peut aussi être elle-même circulante. 
L'ECA influence grandement la demi-vie des kinines, alors que les inhibiteurs de 
l'ECA prolongent cette demi-vie (Molinaro et al., 2002). Dans un modèle 
d'inflammation cutanée chez le rat, les niveaux de BK sont augmentés suite à un pré-
traitement avec Captopril, un inhibiteur de l'ECA, comparé aux rats non-traités (Decarie 
et al., 1996). De plus, l'oedème mesuré après 3 h est 2,4 fois plus important chez les rats 
traités au captopril, laissant croire à un effet inflammatoire via les kinines (Decarie et 
al., 1996). Chez l'humain, une étude a aussi prouvé l'augmentation de BK circulante 
chez les patients traités avec le périndopril et l'énalapril (Zeitz et al., 2003), deux autres 
inhibiteurs de l'ECA. D'autres études confèrent un rôle cardioprotecteur aux inhibiteurs 
de l'ECA via l'augmentation des taux de kinines (Dendorfer et al., 2001). Toutes ces 
études démontrent que l'ECA, ou kininase II, joue un rôle important dans la régulation 
des kinines et leurs effets endogènes. 
Plusieurs autres peptidases plutôt secondaires possèdent une activité kininase ; 
citons entre autres l'endopeptidase neutre (NEP), une métalloprotéase présente sur la 
membrane cellulaire des neutrophiles humains (Connelly et al., 1985). La NEP forme 
un métabolite inactif en clivant Phe8_Arg9 en portion C-terminale de la BK (Gafford et 
al., 1983). Les aminopeptidases (AP) de type P (APP) et de type M (APM) sont 
également capables de cliver les kinines. L' APP représente la voie de dégradation 
majeure pour desArg9BK dans le plasma, en libérant la partie N-terminale Arg! 
(Moreau et al., 2005), alors que l'APM clive Lyso pour transformer la KD en BK ou la 
desArg!OKD en desArg9BK (Proud et al., 1987). L'importance relative de chacune des 
kininases dans la régulation des niveaux des kinines varie en fonction de l'espèce 
animale et de la condition clinique (Bhoola et al., 1992). Des travaux ont été entrepris il 
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y a plusieurs années pour synthétiser des agonistes et antagonistes des récepteurs Blet 
B2 résistants à la dégradation. Ils seront détaillés dans les sections suivantes. 




1 Récepteur B2 
..... BKouKD 
1 1 ..... 
Kininase l Kininase II 







Figure 3 Résumé de la synthèse, de l'affinité et du métabolisme des 
Idnines. FHa : Facteur de Hageman, BK : bradykinine ; dBK : des-Arg-BK; 
KD : kallidine ; dKD : des-Arg-kallidine ; APP : aminopeptidase P. 
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2.0 Pharmacologie des récepteurs des kinines 
2.1 Caractérisation des récepteurs des Idnines 
2.1.1 Les agonistes des récepteurs B1 et B2 
La relation structure-activité spécifique de différents peptides de la famille des 
kinines a fourni les premiers indices de l'existence de deux récepteurs pour ces peptides 
(Larrivée, 2001). En effet, ils furent tout d'abord utilisés pour déterminer la présence de 
l'un ou l'autre des récepteurs, selon l'ordre de puissance d'agonistes sélectifs sur des 
préparations pharmacologiques (Barabé et al., 1977; Regoli et al., 1977; Regoli et al., 
1990). Spécifiquement, l'élément structural le plus discriminant pour une grande 
affinité au récepteur Bides mammifères est la suppression de l' arginine en position C-
terminale (Arg9) , mais cela au détriment de l'affmité pour le récepteur B2 (Leeb-
Lundberg et al., 2005). De ce fait, la desArg9-BK et la desArg10-KD, généralement 
formées par les carboxypeptidases, possèdent une plus grande affinité pour le récepteur 
BI comparativement à la BK et la KD (Leeb-Lundberg et al., 2005). Par exemple, il a 
été montré que le fragment des-Arg9 de la BK est plus puissant que le peptide natif sur 
des préparations d'aorte isolée de lapin (Regoli et al., 1977). Par contre, la BK est 
presque aussi puissante que la KD sur les récepteurs B2, alors que la lysine en position 
o (Lyso) sur la desArg9-BK ou desArg10-KD est nécessaire pour reconnaître le récepteur 
BI humain avec une grande affinité (Marceau et al., 1998). 
Des analogues ont été développés dans le but d'augmenter l'affinité, la 
sélectivité et la stabilité des composés. Par exemple, le Sar1-[D-Phe9]des-Arg10-KD 
(SDPDAK) est un agoniste BI (Drapeau et al" 1991) protégé à la fois des carboxy- et 
des aminopeptidases par des substitutions aux extrémités N- et C- terminales du peptide. 
Par conséquent, la perfusion de SDPDAK chez des lapins pré-traités avec des 
lipopolysaccharides (LPS) a causé une hypotension persistante comparativement à 
l'agoniste naturel et qui n'a pas été prévenue par l'indométhacine (Drapeau et al., 1991). 
De plus, le développement d'agoniste non peptidique pour le récepteur B2, tel que le 
FR-190997, semble montrer un comportement similaire à la BK lors d'essais in vitro 
(Gobeil et al., 1999). Enfin, un agoniste du récepteur B2, le RMP-7 (Cereport®, 
Alkermes, inc., Cambridge, MA), a été utilisé en phase II chez l'humain parce qu'il 
permet aussi d'augmenter la perméabilité de la barrière hématoencéphalique dans le 
traitement chimiothérapeutique de certaines tumeurs intracrâniennes (Gregor et al., 
1999; Prados et al., 2003). L'étude fut terminée en 2003 sans preuve concrète 
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d'efficacité. Le développement de divers traitements ciblant les récepteurs des kinines 
continue toujours d'intéresser l'industrie pharmaceutique. 
2.1.2 Les antagonistes des récepteurs B1 et B2 
La démonstration et la caractérisation des deux récepteurs des kinines ont été 
faites selon des critères pharmacologiques rigoureux (Schild, 1973) basés sur l'ordre de 
puissance des agonistes, mais aussi sur le développement d'antagonistes compétitifs et 
les tests de désensibilisation croisée. Les travaux du Dr Regoli utilisant l'aorte de lapin 
comme modèle in vitro de réponses contractiles vasculaires ont permis de mettre en 
évidence les déterminants structuraux nécessaires à la liaison et à la modulation de 
l'activité des récepteurs des kinines (Regoli et al., 1977). La substitution de l'acide 
aminé Phe en position 8 de desArg9-BK par une Leu8, un résidu aminoacyl aliphatique, 
a été suffisante pour obtenir le premier antagoniste BI pur. Toutefois, l'ajout d'un 
résidu basique tel que la Lys en position N-terminale a permis d'accroître de façon 
considérable (dix fois) l'affinité de l'antagoniste envers le récepteur BI de l'homme 
(Gobeil, 1998). L'antagoniste [Leu8]desArglO-KD fut le deuxième antagoniste sélectif 
pour le récepteur Blet inactif sur le récepteur B2 (Regoli et al., 1977). Il demeure le 
prototype le plus utilisé jusqu'à ce jour en recherche (Descarie, 1997). Ces antagonistes 
dérivés de la desArg9-BK se sont avérés inactifs dans les tests classiques visant le 
récepteur B2 ou encore le système de l'angiotensine II (Drouin et al., 1979; Regoli et 
al., 1990). Les antagonistes développés dans les années 70-80 sont maintenant 
considérés comme les antagonistes de première génération. Ils présentent divers 
inconvénients tels que: i) une activité agoniste partielle sur certaines préparations, ii) 
une faible sélectivité d'action et iii) une courte· durée d'action puisqu'ils sont 
rapidement métabolisés (Descarie, 1997). C'est pourquoi, à cause de leur nature 
peptidique, leur utilisation in vivo fut compromise. 
Des antagonistes plus ou moins récents, dits de deuxième génération, ont été 
développés pour contrer le problème de stabilité. L'Icatibant, ou H0E140, synthétisé 
par la compagnie Hoechst en Allemagne, résulte de l'incorporation de résidus artificiels 
en positions 3 et 8 (desArg [Hyp3, ThiS, DTic7, Oic8] BK), et possède une très forte 
affinité et une excellente sélectivité pour les récepteurs B2 in vitro (Hock et al., 1991; 
Rhaleb et al., 1992) et in vivo (Bao et al., 1991; Wirth et al., 1991). Ce composé a attiré 
l'attention puisqu'il est plus stable que ses prédécesseurs, non-compétitif et 
insurmontable dans des préparations de récepteur B2 de lapin (Marceau et al., 1994; 
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Bachvarov et al., 1995), en plus d'être inactif sur le récepteur BI (Hock et al., 1991). 
Cette deuxième classe d'antagonistes inclut également d'autres composés analogues au 
HOE 140 principalement formés par des substitutions de résidus pour lui conférer une 
plus grande sélectivité ou une plus grande durée d'action (Stewart et al., 1996). Une 
modification du HOE140 mena à la synthèse de l'antagoniste desArglO-HOE, lui 
concédant une bonne affinité pour le récepteur BI (Hock et al., 1991). 
Les molécules en tête de la troisième génération d'antagonistes des récepteurs 
des kirunes sont les R-715 (Gobeil, 1998), R-954 (Gobeil, 1998) et B-9858 (Stewart et 
al., 1996). Grâce à leur plus grande stabilité métabolique, ils possèdent une plus longue 
durée d'action. Toutefois, malgré leur efficacité in vivo accrue, leur nature peptidique 
pose toujours problème à la biodisponibilité. À cet égard, la quatrième génération 
constituée de composés non peptidiques serait largement favorisée dans la prise de 
médicaments par voie orale. En effet, .les premiérs antagonistes non peptidiques pour le 
récepteur B2, le WIN 64338 (Sawutz et al., 1995) synthétisé par la compagnie Sterling 
Winthrop, et le FR 173657 synthétisé par le groupe de Asano, sont biodisponibles 
oralement (Asano et al., 1997). De plus, un antagoniste non peptidique du récepteur BI 
est breveté par la compagnie Sanofi et se nomme SSR 240612. Il présente une 
sélectivité pour le récepteur BIde 500 à 1000 fois plus grande que pour le récepteur B2, 
et sa puissance a aussi été démontrée in vivo (Gougat et al., 2004). L'antagoniste non 
peptidique LF22-0542 s'est aussi démarqué par sa biodisponibilité et se spécificité pour 
le récepteur BI (Porreca et al., 2006). Quelques indications sont actuellement testées en 
phase clinique I-II ou III pour d'éventuels antagonistes compétitifs des récepteurs BI et 
B2 chez l'humain. L'icatibant (HOE 140) est sur le point d'être commercialisé par la 
compagnie européenne Jerini pour le traitement aigu de l'angioédème via le récepteur 
B2, et des études cliniques sont en cours chez la même compagnie pour tester 
l'administration de l'antagoniste B2 dans d'autres indications. Le défi des compagnies 
pharmaceutiques consiste à démontrer l'efficacité des molécules chez l'homme, ainsi 
qu'à augmenter la stabilité métabolique et la biodisponibilité orale des agents actuels. 
2.1.3 Expression hétérogène des récepteurs B1 et B2 
2.1.3.1 Expression génique 
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Le récepteur B2 a été le premier récepteur des kinines à être cloné, soit en 1991 
à partir d'utérus de rat (McEachem et al., 1991). Des analyses de Southem blot 
montrent que le récepteur B2 est codé par un gène à copie simple (Prado et al., 2002) 
exprimé et transcrit de façon constitutive dans la plupart des tissus humains (Moreau et 
al., 2005). Le récepteur BI a mis plus de temps à être séquencé, probablement en raison 
de son niveau basal d'expression très faible. Le groupe de Hess, du laboratoire de 
Merck, a été le premier à rapporter le clonage de l'ADNc du récepteur BI humain 
(Menke et al., 1994) et ce, par l'entremise de l'ARNm accumulé suite à la stimulation à 
l'IL-l de fibroblastes embryonnaires humains en culture (phénomène détaillé plus loin). 
Le projet Génome Humain a révélé que les deux gènes sont organisés en tandem sur le 
chromosome 14 (14q32.1-q32.2). Ils ont tous deux une structure composée de trois 
exons séparés d'introns, avec la séquence codant pour la protéine localisée 
exclusivement dans la région de l'exon 2 et 3 pour le gène du récepteur B2 (BDKRB2) 
(Powell et al., 1993; Kammerer et al., 1995) et de l'exon 3 seul pour le gène du 
récepteur BI (BDKRBl) (Bachvarov et al., 1996; Yang et Polgar, 1996). Le BDKRBI 
code pour une séquence de 353 acides aminés et le BDKRB2 pour 359 acides aminés. 
L 'homologie de leur séquence génomique codante atteint 36%, ce qui est relativement 
élevé. En effet, ces deux séquences représentent la paire la plus apparentée du génome, 
suivi de près par les récepteurs de l'angiotensine (Moreau et al., 2005). Les homologies 
de séquence des récepteurs des kinines entre les espèces s'étendent de 67% à 97% 
(Calixto et al., 2004), l'homologie la plus parfaite étant entre le singe et l'humain (97%) 
(Hess et al., 2002). Les analyses démontrent que l' ARNm du récepteur BI (1,4 kb) est 
beaucoup plus court que celui du récepteur B2 (4 kb) (Leeb-Lundberg et al., 2005); la 
longue région non traduite en 3' de l'ARNm du récepteur B2 justifie principalement 
cette différence. 
Le site d'initiation de la transcription du gène BDKRBI humain est précédé en 
5' de deux promoteurs fonctionnels distincts; un « silencer» et un « enhancer» (Leeb-
Lundberg et al., 2005). Cette région promotrice contient plusieurs séquences 
régulatrices, incluant les boîtes TATA, des éléments de régulation positive et négative, 
ainsi que plusieurs motifs de liaisons de facteurs de transcription en amont du site 
d'initiation de la transcription (Bachvarov et al., 1996; Yang et Polgar, 1996; Ni et al., 
1998; Schanstra et al., 1998). L'analyse des empreintes de la région du promoteur révèle 
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que celle-ci possède des séquences pouvant se lier à diverses protéines à liaison ADN-
spécifique telles que AP-l et CREB (Angers et al., 2000). Plusieurs ont rapporté un 
domaine de liaison à NF-KB, mais la position exacte demeure imprécise, puisque 
différentes localisations ont été identifiées (-1172 à -1162 ; (Schanstra et al., 1998) et (-
67 à-57; (Ni et al., 1998)). Ces éléments de régulation semblent être impliqués dans la 
modulation de la régulation à la hausse ou à la baisse du gène du récepteur BI au niveau 
du promoteur (Leeb-Lundberg et al., 2005). De plus, il a été suggéré qu'un signal de 
polyadénylation dans la région non traduite de la région 3' soit impliqué dans la 
stabilisation de l'ARNm et de son expression même, puisque l'absence de ce signal est 
directement reflétée par une diminution de la demi-vie de l'ARNm du récepteur BI 
(Zhou et al., 1999). 
Il existe divers polymorphismes et allèles à travers les gènes BDKRB 1 et 
BDKRB2. Il ne sera ici question que de deux principaux polymorphismes chez 
l'humain. Premièrement, une substitution Arg-Cys dans le domaine N-terminal 
extracellulaire du récepteur B2 est déterminée par une SNP (single nuc/eotide 
polymorphisme) CfT dans l'exon 2 du gène BDKRB2 (Prado et al., 2002). De ce fait, la 
puissance de la BK (EC50) est sélectivement plus grande chez le patient lorsque l'allèle 
T est présent sur le gène du récepteur B2 (Houle et al., 2000). Ensuite, la SNP GfC dans 
la région du promoteur du BDKRB1, 699 pb en amont du site d'initiation de la 
transcription (Prado et al., 2002), est un autre polymorphisme intéressant. La fréquence 
de l'allèle C sur le gène du récepteur BI est significativement plus faible chez les 
patients souffrant du syndrome du côlon irritable et chez ceux en phase terminale 
d'insuffisance rénale (Bachvarov et al., 1998; Bachvarov et al., 1998). Les auteurs ont 
suggéré un effet protecteur apparent pour l'allèle C comparativement à G (Bachvarov et 
al., 1998). 
2.1.3.2 Expression protéique et modification post-
traductionnelle 
Une fois traduite, la protéine s'ancre à la membrane plasmique de la cellule. Les 
deux types de récepteurs des kinines font partie de la grande famille des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG) consistant en une chaîne linéaire d'acides aminés 
traversant sept fois la membrane cellulaire, avec un domaine N-terminal extracellulaire 
et un domaine C-terminal intracellulaire, le tout formant trois boucles extracellulaires 
(EL 1-3) et trois boucles intracellulaires (IL 1-3) (Marceau et al., 1998; Leeb-Lundberg 
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et al., 2005). De plus, les récepteurs des kinines exposent des sites de glycosylation 
, 
(motifs DRY et NPXXY) dans la portion extracellulaire (Menke et al., 1994; 
Fredriksson et al., 2003), et des cibles potentielles d'acylation et de phosphorylation 
dans la queue intracellulaire. En effet, les récepteurs des kinines sont sujets à des 
modifications post-traductionnelles. En général, la glycosylation d'une protéine permet 
l'amélioration des propriétés hydrophiles sans altérer les interactions ligand-récepteur et 
elle est impliquée dans divers processus cellulaires tels que le couplage avec la protéine 
G ou l'internalisation du récepteur (Leeb-Lundberg et al., 2005). Dans le cas du 
récepteur B2, la déglycosylation ne modifie pas son affinité pour son agoniste (BK), ni 
pour son antagoniste (icatibant) (Yaqoob et al., 1995). Pour le récepteur BI, la présence 
sur gel de deux bandes hétérogènes du récepteur BI humain recombinant a amené à 
croire qu'il subissait aussi la glycosylation du domaine extracellulaire (Blaukat et al., 
1999). Le traitement avec une N-glycosydase mena à la conversion du récepteur d'une 
forme hétérogène sur gel migrant à 35-40 KDa en une espèce homogène migrant à 37 
KDa (Blaukat et al., 1999). En outre, les récepteurs des kinines exposent plusieurs 
résidus cystéine et thréonine regroupés dans la queue intracellulaire, et établis comme 
cibles potentielles de phosphorylation (Marceau et al., 1998; Blaukat et al., 2001; Hess 
et al., 2002). Contrairement au récepteur B2, le récepteur BI ne présente aucune 
phosphorylation détectable suite à son activation par son agoniste, même une fois 
l'agoniste retiré et avec la technique la plus sensible (Blaukat et al., 1999), ce qui 
démontre une signalisation soutenue du récepteur BI sans désensibilisation (détaillé 
plus loin). La plupart de ces diverses modifications peuvent se produire avec ou sans 
l'activation du récepteur par le ligand (Leeb-Lundberg et al., 2005). 
Récepteur BI des kinines 
N tenninus 
C temlinus 
Figure 4 Structure peptidique du récepteur BI des kinines, un récepteur 
couplé aux protéines G (RCPG), tiré de (Leeb-Lundberg et al., 2005). 
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Depuis des années, plusieurs méthodes ont été développées pour étudier 
les sites de liaison des ligands aux récepteurs des kinines incluant la mutagenèse 
dirigée, les récepteurs chimériques, le « cross-linkage» et les anticorps dirigés contre 
des portions extracellulaires des récepteurs (Leeb-Lundberg et al., 2005). L'évaluation 
des profils pharmacologiques des diverses constructions est effectuée par des tests de 
liaison et de fonction (Bastian et al., 2000). Au départ, on a émi l'hypothèse que les 
sites de liaison des deux récepteurs des kinines sont structurellement similaires, puisque 
l'affinité de leurs ligands endogènes diffère uniquement par la présence ou l'absence 
d'un acide aminé Arg en position C-terminale. Malgré leurs similitudes de structure 
générale, les sites de liaison possèdent plusieurs résidus interàgissant différemment avec 
les peptides ligands. En effet, une étude de mutagenèse utilisant des récepteurs BI 
chimériques contenant divers domaines appartenant au récepteur B2 indique que le 
domaine extracellulaire IV (EC-IV) interagit avec la Lys en position N-terminale de 
l'agoniste préférentiel Blet est donc responsable de la sélectivité du récepteur BI pour 
la desArglO-KD (Fathy et al., 2000). Comme déjà mentionné plus haut, le récepteur BI 
possède une plus grande affinité pour les métabolites desArg9 des kinines, mais est 100 
fois plus sélectif pour le peptide desArglO-KD comparativement au desArg9-BK. Le 
récepteur B2 ne possède pas cette sélectivité pour l'acide aminé Lys en position N-
terminale. De plus, des études ont montré que la charge et l'orientation spatiale 
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conférées par la Lys au peptide ligand sont des conditions critiques à la liaison sélective 
au EC-IV du récepteur BI (Fathy et al., 2000). Le même type d'étude, soit un récepteur 
BI chimérique exprimant une portion transmembranaire (TM-VI) appartenant au 
récepteur B2, a permis d'identifier cette portion comme une région se liant 
sélectivement la à desArg10-KD, puisque l'affinité de liaison pour ce ligand était perdue 
(Bastian et al., 2000). Un rôle du TM-VI dans l'efficacité d'activation d'un RCPG avait 
déjà été décrit dans d'autres modèles (Satoh et al., 1999).11 est maintenant reconnu que 
les agonistes et antagonistes ne possèdent pas les mêmes sites spécifiques de liaison, 
malgré un chevauchement possible (Leeb-Lundberg et al., 2005). 
2.1.3.3 Expression cellulaire différentielle des récepteurs BI et 
B2 
Les avancées de la biologie moléculaire ont permis de caractériser l'expression 
des récepteurs des kinines dans différents tissus et types de cellules. Alors que le 
récepteur B2 est ,exprimé constitutivement dans plusieurs types cellulaires, le récepteur 
BI est généralement peu ou pas exprimé dans les tissus sains alors qu'il est induit lors 
de dommages tissulaires (Marceau et al., 1997). Cette expression augmentée aux sites 
de lésions est stimulée par les diverses cytokines pro-inflammatoires ainsi que par ses 
propres agonistes, et peut-être engendrée par un traitement avec des toxines 
bactériennes (Marceau et al., 1997). Toutefois, plusieurs études indiquent que 
l'expression du récepteur BI peut être constitutive dans le système nerveux central et 
périphérique (Wotherspoon et Winter, 2000). Le profil d'activation des récepteurs des 
kinines (décrit plus loin) suggère un rôle du récepteur B2 dans la phase aiguë de la 
réponse inflammatoire, et un rôle du récepteur BI dans la phase chronique de la même 
réponse. Le tableau de la page suivante présente plusieurs sites d'expression des 
récepteurs BI et B2, avec l'emphase mise sur le récepteur BI. 
19 
Tableau 1 Aperçu de la distribution de l'expression des récepteurs (Re) BI et B2 
Rc Types de cellules ou Remarques Références 
tissus 
BI Cellules endothéliales Induit durant incubation (D'Orleans-Juste et al., 1989); 
vasculaires Induit dans vaisseaux (Deblois et Marceau, 1987) ; 
athéromateux humains (Raidoo et al., 1997) 
BI Cellules épithéliales Induit durant incubation (Rangachari et al., 1993); 
de côlon de rat (Cuthbert et Teather, 1997) 
BI Côlon humain Effet fonctionnel de (Couture et al., 1981) 
ligands BI sur côlon 
humain 
BI Cellules de muscles Induit uniquement lors de (Pruneau et al., 1994) ; 
lisses vasculaires dommages tissulaires, (Marceau et al., 1997) ; 
(vaisseaux athéromateux) (Raidoo et al., 1997) 
BI Fibroblastes Augmente aussi la (Goldstein et Wall, 1984) 
pulmonaires humains division cellulaire 
BI Ostéoblastes Résorption osseuse (Ljunggren et Lerner, 1990) 
néonataux de souris subséquente à stimulation 
BI Tubules distaux et Induit lors de maladies (Naicker et al., 1999) 
canaux collecteurs rénales 
humains 
BI Tissu nasal humain Induit lors de rhinites . (Christiansen et al., 2002) 
allergiques 
BI Tissu bronchial Induit lors de maladies (Nadar et al., 1996) 
humain pulmonaires interstitielles 
BI Cellules Régulation à la hausse sur (Bockmann et Paegelow, 
inflarnrflatoires neutrophiles synoviaux 2000) 
(macrophages, DABK stimule sécrétion 
neutrophiles et de cytokine par (Tiffany et Burch, 1989) 
lymphocytes T) macrophages 
DABK stimule migration 
des lymphocytes T (McFadden et Vickers, 1989) 
Régulé à la hausse lors de 
scléroses multiples (Prat et al., 1999) 
BI Neurones sensitifs Expression constitutive (W otherspoon et Winter, 
périphériques et basale en périphérie 2000) 
centraux Expression constitutive 
(fibre Aù et C) basale central (RDG) (Ma et al., 2000) 
Antagonistes bloquent 
hyperalgésie (Steranka et al., 1988) 
B2 Cerveau de Rat Largement exprimé (Ongali et al., 2003) 
B2 Cellules Majoritairement (Hu et al., 2004) 
ganglionaires constitutif 
B2 Néphron humain Réduite lors de maladies (Naicker et al., 1999) 
rénales 
B2 Cellules synoviales Augmenté lors de la (Cas sim et al., 1996) ; 
humaines polyarthrite rhumatoïde (Cas sim et al., 1997) 
BI Cellules cancéreuses Détecté dans différents (Wu et al., 2002) ; 
et humaines tissus cancéreux (Raidoo et al., 1999) 
B2 
2.1.4 Profil de régulation des récepteurs des kinines 
2.1.4.1 Le récepteur B2 constitutif et désensibilisé 
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La bradykinine exerce son action via le récepteur B2, qui véhicule la plupart des 
effets phannacologiques des kinines en condition physiologique, c.-à-d. l'hypotension, 
la vasodilatation, l'augmentation de la pennéabilité vasculaire et de la motilité 
intestinale (Bhoola et al., 1992; Hall, 1992). Ce récepteur est exprimé de façon 
constitutive dans plusieurs types cellulaires notamment sur les cellules endothéliales, 
musculaires lisses, les fibroblastes, certains neurones et cellules inflammatoires (Bhoola 
et al., 1992). Grâce à cette propriété d'ubiquité, il fut le premier à être étudié et de loin 
le mieux caractérisé, du moins initialement, comparativement au récepteur BI. 
La stimulation du récepteur B2 provoque son internalisation rapide, la 
séquestration des récepteurs et de leur protéine G associée, créant ainsi une perte 
importante des sites de liaison (de Weerd et Leeb-Lundberg, 1997; Faussner et al., 
1999). Phannacologiquement, la constante de dissociation du ligand du récepteur B2 est 
relativement rapide, soit d'environ 5 minutes (Faussner et al., 1999). Les détails de la 
signalisation seront abordés dans une section suivante. Brièvement, la liaison du 
récepteur B2 avec sa protéine G mène à la relâche d'acide arachidonique, qui à sont tour 
résulte en la fonnation de prostaglandine E2 (PGE2) (Prado et al., 2002), impliquée 
dans l'inflammation. Le récepteur B2 peut aussi mener à la production importante de 
cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-6 et l'IL-8 dans des fibroblastes humains 
(Hayashi et al., 1998; Modeer et al., 1998) ou encore, induire l'expression génique d'IL-
l~ via NF-K13 dans des cellules épithéliales humaines (Pan et al., 1998). L'activation du 
récepteur B2 conduit à l'augmentation transitoire du Ca2+ intracellulaire (Calixto et al., 
2004), et à la phosphorylation de sites spécifiques Ser/Thr sur la queue C-terminale 
(Blaukat et al., 1996; Leeb-Lundberg et al., 2005) par des GRK (G protein regulating 
kinases), deux évènements nécessaires à l'internalisation et à la séquestration du 
récepteur B2 (Marceau et al., 2002; Leeb-Lundberg et al., 2005). Des études en 
microscopie confocale utilisant des récepteurs fluorescents ont pennis de suivre à la 
trace la redistribution et l'endocytose des récepteurs dans les calvéoles (de Weerd et 
Leeb-Lundberg, 1997; Haasemann et al., 1998), un processus indépendant de la 
clathrine. De façon intéressante, la plupart des récepteurs internalisés sont ensuite 
recyclés à la membrane plasmique (resensibilisation) (Marceau et al., 2002), et 
seulement un petit nombre est transféré aux lysosomes pour dégradation. De ce fait, le 
récepteur B2 n'est pas régulé à la baisse efficacement dans le système cellulaire, mais 
plutôt désensibilisé temporairement. La régulation à la baisse du récepteur B2 induite 
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par son agoniste peut-être observée dans des cas intenses d'inflammation chronique 
(Moreau et al., 2005), par exemple lors d'un rejet aigu de greffe humaine (Naidoo et al., 
1996), mais le mécanisme demeure inconnu. 
2.1.4.2 Induction et autorégulation du récepteur BI 
Contrairement au récepteur B2, le récepteur BI n'est généralement pas exprimé 
à des niveaux significatifs dans les tissus sains, mais présente plutôt un profil inductible 
suite à différentes conditions pathologiques ou inflammatoires (Marceau et al., 1997). 
Plusieurs auteurs pionniers ont fourni des évidences convaincantes prouvant que le 
récepteur BI est fonctionnellement régulé à la hausse suivant des stimuli traumatiques 
ou inflammatoires (Perkins et Kelly, 1993; Davis et Perkins, 1994; Campos et Calixto, 
, 
1995). Une des particularités du récepteur BI est l'augmentation de la réponse à ses 
agonistes (desArg9-BK et desArgIO-KD) durant le temps d'incubation in vitro de 
muscles lisses vasculaires isolés (Bouthillier et al., 1987; Deblois et Marceau, 1987). Ce 
phénomène fut nommé induction post-isolation (Regoli et Barabé, 1980; Marceau, 
1995), et servi historiquement à l'élaboration du concept d'induction de nova du 
récepteur BI des kinines (Marceau et al., 1998). En effet, dans la plupart des cas, l'ajout 
d'inhibiteur de synthèse protéique (cycloheximide) ou d'ARNm (actinomycine D) dans 
le milieu d'incubation bloque complètement la sensibilisation des tissus aux agonistes 
BI (Deblois et Marceau, 1987), ce qui démontre le besoin pour la cellule de synthétiser 
de nova le récepteur afin de l'exprimer à la membrane (Marceau etaI., 1998). Le 
traumatisme tissulaire menant au développement spontané de la réponse fonctionnelle à 
la desArg9 -BK, ici l'isolation et l'incubation du tissu in vitro, peut aussi être stimulé par 
l'exposition à des agents pro-inflammatoires (IL-l et IL-2) ou des lipopolysaccharides 
bactériens (LPS) in vivo de façon dose-dépendante (deBlois et al., 1991). Le groupe du 
Dr Marceau a montré une augmentation massive de l'expression d'ARNm du récepteur 
BI par Northern Blot dans différents organes de lapins prétraités au LPS et à l' IL-l 
(deBlois et al., 1991), 3 h avant le sacrifice, comparativement aux lapins témoins 
(Marceau et al., 1998). Comme cette augmentation de l'expression du récepteur BI 
arrivait avant même l'apparition de la réponse fonctionnelle, elle démontra une 
régulation à la hausse in vivo. Aussi, cette réponse à la desArg9-BK est présente tout de 
suite après le sacrifice chez des lapins, de façon dose-dépendante, 5 h après l'injection 
de doses sublétales de LPS, par opposition aux lapins non injectés qui ne répondent pas 
(Regoli et al., 1981). L'isolation et l'incubation des tissus n'étaient pas nécessaires pour 
l'induction du récepteur BI dans ces deux études, la réponse fonctionnelle étant 
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détectable sans temps d'attente, puisqu'elle s'effectuait in vivo avant même le sacrifice 
des animaux. Fait important, le prétraitement au LPS ne modifie aucunement la réponse 
à la BK (Drapeau et al., 1991) via le récepteur B2, mettant en évidence le profil 
constitutif de celui-ci. De plus, des essais de liaison ont prouvé que l'expression 
membranaire du récepteur BI est induite sans changement d'affinité. En effet, une 
augmentation significative de la densité des récepteurs BI (Bmax) n'a eu aucune 
influence sur l'affinité du ligand (Kd) dans des cellules de muscle lisse traités à l'IL-l et 
au LPS (Galizzi et al., 1994; Levesque et al., 1995). En se rapprochant un peu de 
l'humain, deBlois et Horlick (2001) ont utilisé un modèle in vivo de primate, les singes 
verts, pour documenter l'effet de l'agoniste naturel de l'humain, soit la des-Arg9KD. 
Ils ont montré l'induction du récepteur BI par l'administration systémique de LPS, 
puisqu'uniquement les singes non traités ne présentaient pas d'œd,ème ni d'hypotension 
en réponse à l'injection de desArg10-KD (deBlois et Horlick, 2001). L'antagoniste 
spécifique BI [Leu9]desArg1 0-KD a aboli cette réponse (deBlois et Horlick, 2001), mais 
non celle de la BK reliée au récepteur B2. Puisque la puissance de l'agoniste BI impose 
une barrière d'espèce, les études d'induction du récepteur BI chez les primates 
s'apparentent beaucoup plus à la réponse chez l'humain. En outre, l'induction de 
l'expression du récepteur BI semble être sous la régulation du système des 
corticostéroïdes puisqu'elle peut être inhibée par de faibles concentrations de 
dexaméthasone (0,1 nM) (Deblois et al., 1988; Campos et Calixto, 1995)). La nature des 
agents capables d'induire 1'expression du récepteur BI et de ceux 1'inhibant suggère que 
ce récepteur possède un rôle important dans les pathologies immunitaires et 
inflammatoires. 
En réponse à une lésion tissulaire, la production de cytokines inflammatoires 
(IL-l, IL-2, facteur de nécrose tumorale (TNF)) par les macrophages et leucocytes 
migrant au site provoquerait la synthèse de novo du récepteur BI (Marceau, 1995). À 
cet égard, la présence de l'IL-l est connue pour activer la relocalisation du NF-KB vers 
le noyau (Passos et al., 2004), et des sites de liaison du facteur nucléaire NF-KB ont été 
localisés dans les régions régulatrices du gène humain (BKB 1 R) du récepteur BI 
(Bachvarov et al., 1996). Les cytokines pro-inflammatoires activeraient donc la 
transcription et l'épissage du gène du récepteur BI via l'activation de NF-KB (Marceau, 
1995), et réguleraient par le fait même la traduction de l'ARNm (signalisation détaillée 
à la section 2.2.2). Il est important de noter que la stimulation du récepteur BI par son 
propre agoniste active également le NF-KB, créant une boucle de régulation positive. 
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Aussi, la stimulation du récepteur BI mène à l'élévation soutenue de la concentration 
intracellulaire de Ca2+. Contrairement au récepteur B2, il s'èn suit le renouvellement 
persistant du phosphatidyl inositol (PI), et la relâche de l'acide arachidonique (Marceau, 
1995) formant les prostaglandines. De plus, en testant les effets de l'IL-1 sur la 
dégradation de l'ARNm du récepteur BI, le groupe de Zhou a découvert que la 
régulation à la hausse de celui-ci par l'IL-1 dépendait non seulement de l'activation de 
la transcription, mais aussi de la stabilisation post-transcriptionnelle de l'ARNm (Zhou 
et al., 1998). La présence de cytokines augmente directement la demi-vie de l' ARNm 
(Zhou et al., 1999; Calixto et al., 2004), ce qui permet de croire que la synthèse 
protéique est rapidement enclenchée. 
Puisque l'activation du récepteur BI permet une autorégulation de son 
expression (Prado et al., 2002), et que l'activation- des seconds messagers est 
grandement persistante (Ca2+; PI) (Faussner et al., 1999; Marceau et al., 2002), celui-ci 
ne semble pas être désensibilisé suite à la liaison de son ligand (Faussner et al., 1999). 
Contrairement au récepteur B2, le récepteur Bine subit pas de désensibilisation par 
internalisation, et montre une constante de dissociation du ligand très faible (Faussner et 
al., 1999). En fait, sa stimulation à long terme mènerait à l'augmentation du nombre de 
récepteurs BI à la membrane (Faussner et al., 1999). Le récepteur BI ne possède pas de 
site Ser/Thr dans sa queue intracellulaire pouvant être la cible de kinases inhibitrices 
(Leeb-Lundberg et al., 2005), comme c'est le cas pour le récepteur B2. L'état de 
phosphorylation du récepteur BI n'est pas affecté par la liaison avec son agoniste 
(Blaukat et al., 1999), ce qui expliquerait l'absence d'internalisation. Il n'ya également 
aucune preuve de désensibilisation hétérologue (croisée) par l'entremise de la 
stimulation du récepteur B2. Toutefois, les récepteurs BI semblent se relocaliser 
latéralement dans la membrane plasmique pour former des agrégats suite à la liaison du 
ligand (Sabourin et al., 2002), sans être internalisés (Leeb-Lundberg et al., 2005). Les 
assemblages formés par ces récepteurs concentrés en agrégats ont été associés, par 
colocalisation avec la calvéoline-1, à des calvéoles (Marceau et al., 2002). Ces 
structures sont impliquées directement dans l'endocytose membranaire. Pour le 
récepteur BI, cette relocalisation permettrait de faciliter l'amplification des réponses 
causées par les agonistes (Calixto et al., 2004). 
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L'interrelation des deux types de récepteurs des kinines concernant leur régulation 
s'avère aussi un outil d'amplification des réponses BI-spécifiques pour les raisons 
suivantes (Calixto et al., 2004): 
1. L'induction du récepteur BI semble être secondaire à la désensibilisation du 
récepteur B2. 
2. Certaines voies de signalisation activées par le récepteur B2 mènent directement 
à l'induction du récepteur RB 1. 
3. La stimulation avec les deux types d'agoniste (BI et B2) régule l'induction du 
récepteur BI. 
En effet, le groupe de Phagoo a montré que l'ajout de la BK (100 nM) réduit de 
89% les niveaux de récepteur B2 à la surface cellulaire en quelques minutes, et 
augmente de 2 à 3 fois les niveaux de récepteur Bien quelques heures (Phagoo et al., 
1999). Toutefois, le traitement avec l'agoniste BI, la desArgIO-KD (lOOnM), 
n'influence pas la population de récepteur B2, alors que le récepteur BI est augmenté. 
De plus, les deux types d'agonistes induisent l'expression de l'IL-l~, qui augmente à 
son tour l'expression du récepteur BI via le facteur de transcription NF-KB (Phagoo et 
al., 1999). 
Ces observations supportent l'hypothèse suggérant un rôle du récepteur B2 dans la 
réponse inflammatoire précoce et transitoire ainsi que, suite aux mécanismes d'auto-
régulation et de désensibilisation, un rôle du récepteur BI dans la réponse biologique 
tardive et soutenue (Calixto et al., 2000). Enfin, des évènements de signalisation 
cellulaire précis accompagnent l'activation des récepteurs des kinines. Plusieurs 
implications physiologiques importantes en découlent. Ces sujets seront abordés dans 
les sections qui suivent. 
2.2 Voies de signalisation et seconds messagers 
2.2.1 Voies communes 
Comme la plupart des RCPG, les récepteurs des kinines se trouvent en constant 
équilibre entre des états conformationnels actif et inactif (Leeb-Lundberg et al., 2005). 
La présence d'un niveau d'activation spontanée du récepteur, en l'absence d'agoniste, a 
été confirmée dans des cellules transfectées avec les récepteurs BI (Leeb-Lundberg et 
al., 2001) et B2 (Fathy et al., 1999). Néanmoins, la stimulation avec l'agoniste 
augmente l'activité du récepteur (Leeb-Lundberg et al., 2005). À la suite de leur 
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activation, les récepteurs des kinines initient plusieurs voies de signalisation 
intracellulaires qui varient selon le type cellulaire ou le type tissulaire. En raison du 
caractère inductible du récepteur BI durant la réponse inflammatoire, la compréhension 
de la signalisation menant à son activation est d'intérêt capital pour le développement 
de cibles thérapeutiques. 
Généralement, les deux types de récepteurs activés sont reconnus pour interagir 
principalement avec les protéines Gaq/ll et Gai/1,2 (Austin et al., 1997; de Weerd et 
Leeb-Lundberg, 1997; Faussner et al., 1999), malgré le fait que d'autres protéines G 
peuvent être impliquées incluant Gas (Liebmann et al., 1996), GaI2/13 (Gohla et al., 
1999) et même une GTPase monomérique RhoA (Meacci et al., 1999). Les effecteurs 
ensuite activés sont très variés; on retrouve principalement la phospholipase C (PLC) 
qui active à son tour la protéine kinase C (PKC) (Levesque et al., 1995) ou bien produit 
ses seconds messagers propres, l'inositol 1,4,5-triphosphate (lP3) et le diacylglycérol 
(DAG) (Catz et Sterin-Speziale, 1996), augmentant enfin le calcium intracellulaire 
(Smith et al., 1995; Faussner et al., 1999). Aussi, la phospholipase A2 (PLA2), activée 
directement par la protéine G (Couture et al., 2001) ou indirectement par l'entrée de 
Ca2+ (Prado et al., 2002), génère l'acide arachidonique à partir des phospholipides 
membranaires et donc mène à la formation des prostaglandines (PG) (Yanaga et al., 
1991) dans la cascade enzymatique des cyc100xygénases (COX). Comme déjà abordé, 
un modèle d'autorégulation fut proposé par le groupe de Phaggo, suggérant un 
rétrocontrôle positif entre la stimulation du récepteur B2 et l'expression du récepteur 
BI. Ce modèle d'autorégulation survient par diverses voies de signalisation que nous 
allons décrire ici. 
2.2.2 Signalisation du récepteur H2 
Suivant l'interaction du récepteur B2 avec la protéine Gaq ou Gai, l'activation 
de la PLC comme effecteur génère des seconds messagers spécifiques, soit l'IP3 et le 
DAG qui induisent respectivement la libération de calcium intracellulaire via les canaux 
du réticulum endoplasmique (RE) (Prado et al., 2002) et l'activation de la PKC 
(Levesque et al., 1995). Comme le récepteur B2 est rapidement désensibilisé et dissocié 
de son ligand, l'entrée de calcium dans la cellule stimulée avec la BK est transitoire et 
dépend des stocks intracellulaires du RE (Bascands et al., 1993; Prado et al., 2002). 
D'autres voies stimulées par la BK via d'autres protéines G activent la phosphorylation 
de l'isoforme cytoplasmique de PLA2 (Yanaga et al., 1991) ainsi que la phospholipase 
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D (PLD) (Meacci et al., 1999). Le dimère G~y, une fois dissocié de la protéine G 
hétérodimère, est aussi impliqué dans la formation de l'IP3 et la libération de calcium 
(Camps et al., 1992). De plus, plusieurs facteurs de transcription sont activés par la BK 
via les Mitogen activated Protein Kinases (MAPK) et régulent l'induction de différentes 
cytokines impliquées dans les dommages tissulaires et l'inflammation, telles que IL-l, 
IL-6 et IL-8 (Pan et al., 1996; Hayashi et al., 1998; Phagoo et al., 1999). Enfin, 
dépendant du type cellulaire, la BK induit des effets prolifératifs via des fac.teurs de 
croissance (Goldstein et Wall, 1984) ou antiprolifératifs via les prostaglandines (Patel et 
Schrey, 1992). Attardons-nous sur la transduction du signal similaire, mais d'un profil 
de signalisation différente, du récepteur BI. 
2.2.3 Signalisation du récepteur BI 
Suite au couplage du récepteur BI avec la protéine Gaq ou Gai, les voies de 
signalisation similaires à celles du récepteur B2 sont enclenchées incluant 
principalement le DAG et l'IP3 via la PLC, suivi de l'activation de la PKC et la 
libération de calcium. Une étude plus précise de ces signaux intracellulaires révèle une 
augmentation des niveaux de Ca2+ plus soutenue (Leeb-Lundberg et al., 2005) 
atteignant un plateau qui dépend substantiellement du calcium du compartiment 
extracellulaire (Zhou et al., 2000), contrairement au récepteur B2 qui puise son Ca2+ 
dans le RE. Les conséquences sont donc semblables et varient en durée et intensité, 
mais les voies pour y arriver peuvent être différentes (Moreau et al., 2005); les 
effecteurs n'agissent donc pas toujours aux mêmes niveaux malgré les apparences. Le 
calcium est reconnu pour être impliqué dans plusieurs voies de signalisation; 
principalement, le Ca2+ peut activer directement la PLA2 (Xing et al., 1997), la PLD 
(Meacci et al., 1999), la NO synthase (NOS) (Busse et Fleming, 1995), et même 
différentes isoformes de la PKC (Liebmann et al., 1996). La signalisation du récepteur 
BI passe aussi par l'activation d'autres voies comme la PLA2, les MAPK et certaines 
protéines tyrosine kinases (Busse et Fleming, 1995) ou phosphatases (Prado et al., 
2002). Les étapes de transduction du message varient beaucoup selon la cellule et le 
modèle, et pour cette raison la plupart des combinaisons de signaux intracellulaires ont 
déjà été observées. Cette affirmation est bien représentée à la figure 5. Dans la cellule 
endothéliale, l'augmentation du calcium intracellulaire permet l'activation de l'enzyme 
NOS endothéliale et une production subséquente de NO (Busse et Fleming, 1995), 
activant ainsi la voie du second messager GMPc. La voie de l' AMPc est quant à elle 
activée indirectement par la production de prostaglandines dont les récepteurs 
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spécifiques activent l'adénylate cyclase (Moreau et al., 2005). De plus, 
l'oligodimérisation des récepteurs des kinines (Bl-B2) pourrait permettre l'expression 
fonctionnelle du récepteur BI dans certains cas (Leeb-Lundberg et al., 2005). 
Le modèle d'autorégulation des récepteurs des kinines intègre le principe de 
désensibilisation du récepteur B2 et l'implication des cytokines induites par celui-ci qui 
contrôlent l'expression transcriptionnelle du récepteur BI via les MAPK et NF-KB 
(Zhou et al., 1998; Phagoo et al., 2001; Sabourin et al., 2002). Les MAPK sont des 
protéines kinases impliquées dans une cascade de phosphorylation sur des résidus 
Ser/Thr qui dirigent entre autres l'activation du NF-KB (Zhou et al., 1998; Calixto et al., 
2004). Plusieurs types et isoformes de MAPK sont connus chez les mammifères, mais 
celles étudiées dans la régulation de BI sont principalement la p38, ERK 1/2 et JNK 
(Larrivée, 2001), toutes trois aussi reconnues pour activer la relocalisation vers le noyau 
du NF-KB. Il existe à ce jour d'innombrables évidences du rôle de NF-KB dans 
l'expression de nombreux gènes associés à l'inflammation tels que les cytokines, 
chemokines, facteurs de croissance et, évidemment, le récepteur BI (Sabourin et al., 
2002). En effet, des bloqueurs spécifiques de l'activation de NF-KB préviennent la 
hausse de l'expression du récepteur BI dans différents modèles in vitro (Phagoo et al., 
2001; Sabourin et al., 2002) et in vivo (Campos et al., 1999; Fernandes et al., 2003). De 
plus, la liaison de NF-KB à l'ADN est essentielle au contrôle de la transcription de 
gènes suivant l'exposition à des agents inflammatoires comme IL-l, TNFa et LPS 
(Calixto et al., 2004). En plus de la voie de signalisation transcriptionnelle, 1 'IL-l régule 
l'expression à la hausse du récepteur BIen stabilisant son ARNm (Zhou et al., 1999). 
Comme la signalisation exacte d'un récepteur des kinines dépend du modèle et 
du type cellulaire dans lequel on l'étudie (figure 5), la classification des récepteurs selon 
leurs seconds messagers est de moindre importance. Par contre, il est important de 
retenir que l'induction du récepteur BI est associée à la production de médiateurs 
inflammatoires, que ce soit en aval ou en amont, et que son implication dans des 
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Figure 5 Signalisation des récepteurs des kinines, tirée de (Bascands et al. , 2003). NEP : 
endopeptidase neutre; PLC: phospholipase C; PKC: protéine kinase C; PLA2 : 
phospholipase A2 ; PG : prostaglandines; GMPc : GMP cyclique; AMPc : AMP cyclique; 
NO : monoxyde d'azote; NOSe: NO synthase endothéliale; NOSn: NO synthase 
neuronale; SHP2 : tyrosine kinase. 
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3.0 Le récepteur BI et ses implications physiologiques 
3.1 Généralités 
Au début des années 1990, les récepteurs des kinines étaient réputés pour 
devenir les prochaines cibles pharmacologiques par excellence pour traiter toutes les 
pathologies inflammatoires. La découverte de la nature des agents induisant leur 
expression fonctionnelle ainsi que des médiateurs pro-inflammatoires produits après 
leur stimulation a ouvert la porte à une série de recherches 'sur leurs implications 
physiologiques et pathologiques. Une course au développement d'antagonistes fut 
entamée; plusieurs ont vu le jour non commercialement. Toutefois, puisque la cible 
s'est avérée plus difficile qu'attendu, les publications sur les kinines, et spécifiquement 
la bradykinine, ont atteint le plus bas taux en 2006 depuis l'éclatement de l'intérêt pour 
le sujet (Bader, 2008). La variabilité du système selon la pathologie étudiée, des 
l'instabilité molécules, et des résultats non significatifs ou non désirés ont retardé 
jusqu'à présent le développement de traitements ciblant directement les récepteurs des 
kinines. Pourtant, les preuves de l'induction du récepteur BI dans divers modèles de 
dommage cellulaire et de douleur sont nombreuses. Le profil de régulation discuté plus 
haut positionne le récepteur B2 constitutif en défense transitoire et le récepteur B 1 
induit en réponse chronique dans des modèles in vivo (Calixto et al., 2004) et in vitro 
(Phagoo et al., 1999). Nous allons aussi voir que l'expression sur des cellules 
différentes est stratégique dans le déroulement des étapes de la réponse inflammatoire. 
De plus, la littérature rapporte une grande variété de recherches étudiant les récepteurs 
des kinines dans des pathologies différentes, la plupart ayant une composante 
inflammatoire. Comme notre modèle d'étude est principalement l'ostéoarthrose et 
secondairement la polyarthrite rhumatoïde, nous nous concentrerons sur les implications 
du récepteur BI dans la douleur et l'inflammation. Brièvement, son rôle et ses 
implications dans d'autres pathologies seront discutés, et nous enchaînerons ensuite 
avec la description de notre modèle principal. 
3.2 Rôle dans l'inflammation 
3.2.1 Infiltration cellulaire 
Les kinines sont considérées comme des peptides pro-inflammatoires pour une 
multitude de raisons; elles possèdent la capacité d'induire la relâche de médiateurs 
importants (IL-l, TNF, IL-8~ PG, NO), de provoquer l'extravasation des fluides 
plasmatiques pour produire l'œdème et de stimuler les fibres C pour causer la douleur 
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(Bhoola et al., 1992). Les composantes du système des kinines rejoignent le site 
d'inflammation par la transsudation du plasma ou directement par la dégranulation des 
neutrophiles présents (Bhoola et al., 1992). En effet, la voie d'entrée principale, et aussi 
la plus étudiée, est la migration des neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) , par 
exemple dans l'espace synovial des articulations (Cassim et al., 1997) ou hors du lit 
vasculaire (Passos et al., 2004). Plusieurs évidences ont montré l'attachement de 
kininogènes de haut et faible poids moléculaire sur les surfaces membranaires de 
neutrophiles humains (Figueroa et al., 1992; Rahman et al., 1995). Ces précurseurs des 
kinines associés aux neutrophiles peuvent provenir du plasma, mais aussi 
hypothétiquement être sécrétés par les neutrophiles eux-mêmes. La présence confirmée 
de kallicréines dans les granules sécrétoires (Figueroa et al., 1989; Rahman et al., 1995) 
suggère un effet autocrine/paracrine des neutrophiles. La proximité des composantes du 
système enzyme-substrat (Figueroa et al., 1992) permet de former les kinines 
localement autour des neutrophiles, et ainsi d'augmenter la perméabilité vasculaire pour 
promouvoir la diapédèse et l' extravasion des protéines plasmatiques jouant un rôle dans 
la réaction inflammatoire (Figueroa et al., 1992). Le plus intéressant dans ce système 
autocrine est la présence des récepteurs BI sur la surface des neutrophiles capables de 
produire les agonistes BI. En effet, plusieurs ont montré l'existence de sites de liaison 
de grande affinité pour les agonistes du récepteur BI (Ehrenfeld et al., 2006); 
(Rajasekariah et al., 1997) ainsi que l'expression de l'ARNm et de la protéine 
immunoréactive sur la membrane des neutrophiles humains (Ehrenfeld et ai., 2006). De 
plus, les agonistes BI agissent à titre de peptides chimiotactiques sur les neutrophiles 
humains traités à l 'IL-l, en activant leur migration sur agarose (Ehrenfeld et al., 2006) 
ou à travers la chambre de Boyden (Paegelow et al., 2002). Cette chimioattraction n'est 
pas visible chez les cellules non traitées à l'IL-1 et elle est bloquée par les antagonistes 
spécifiques BI, mais non B2 (Ehrenfeld et al., 2006), ce qui concorde avec les 
hypothèses pharmacologiques sur l'induction du récepteur BI. Toutefois, la chimiotaxie 
provoquée par les agonistes BI est inhibée par un antagoniste des leucotriènes B4 
(LTB4), ce qui a poussé Peagelow et al. (2002) à suggérer que le récepteur BI agit via 
la voie des leucotriènes. Aussi, une étude intéressante démontre que l'influx de 
neutrophiles au site d'inflammation est nécessaire pour la régulation à la hausse du 
récepteur BI par les médiateurs pro-inflammatoires tels que l'IL-l, le TNF et les LPS 
(Passos et al., 2004). Le blocage de cet influx de neutrophiles par différentes stratégies 
(fucoidine, antagoniste Platelet activated factor (PAF) ou anti-CD18) a prévenu 
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Figure 6 Potentialisation de NF -KB par les 
cytokines et les neutrophiles pour 
l'induction du récepteur BI, tiré de (Passos 
et al., 2004). PAF: facteur activateur de 
plaquette, LPS: lipopolysaccharides; PMN: 
polymorphonucléaire; NF-KB: facteur 
nucléaire KB. 
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proposé par Passos et al (2004) implique une 
potentialisation de l'activation de NF-KB (voir 
figure 6) par les neutrophiles et suggère des 
molécules médiatrices encore non identifiées. 
En outre, le mécanisme d'afflux 
sanguin au site d'inflammation a été étudié à 
l'aide d'un modèle de dommage tissulaire créé 
sur la peau de rats par un système de vacuum 
produisant des cloques (Cao et al., 2002). Tout 
d'abord, l'antagoniste spécifique pour le 
récepteur BI ([Leu8]desArg9-BK) pennet 
d'inhiber l'afflux sanguin et l'hyperalgésie 
associée induits par l'agoniste BI (desArg9-
BK) dans la phase tardive de la réaction 
inflammatoire (Cao et al., 2002). Le récepteur 
B2 est aussi impliqué, mais dans la phase plus précoce. Le mécanisme décrit par les 
auteurs relie la vasodilatation de la microvasculature à la relâche de NO par la cellule 
endothéliale stimùlée par les kinines et à la relaxation résultante des cellules 
musculaires lisses (Cao et al., 2002). Ce phénomène pennettrait ainsi la migration de 
cellules sanguines (leucocytes, macrophages) dans les tissus enflammés pour réguler la 
réponse inflammatoire. Subséquemment, ces cellules sécrètent des médiateurs 
inflammatoires et poursuivent la réponse déjà enclenchée. Outre les neutrophiles, les 
macrophages expriment aussi le récepteur BI à la membrane plasmique (Bockmann et 
Paegelow, 2000), et leur stimulation induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
(Tiffany et Burch, 1989; Bockmann et Paegelow, 2000). Un bon nombre de cellules 
capables de sécréter des niveaux considérables d'IL-l, incluant les macrophages, 
leucocytes et cellules endothéliales, sont bien représentées dans les membranes 
synoviales enflammées atteintes de polyarthrite rhumatoïde (Bhoola et aL, 1992). 
Appelés au site d'inflammation généralement après les leucocytes, les monocytes-
macrophages génèrent une boucle d'activation en sécrétant les cytokines qui 
augmentent l'expression du récepteur B 1. Ces macrophages jouentyn rôle important via 
les médiateurs inflammatoires qui les activent et les cytokines qu'ils sécrètent. 
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Comme nous l'avons vu, l'infiltration cellulaire au site d'inflammation joue un 
rôle important dans la régulation du récepteur BI au cœur de la réponse inflammatoire, 
mais tout n'est pas encore connu. 
3.2.2 Les principaux médiateurs inflammatoires 
3.2.2.1 Études pré-cliniques 
Plusieurs l'ont prouvé à maintes reprises, les médiateurs inflammatoires 
augmentent les niveaux d'expression du récepteur BI, lui conférant un rôle fonctionnel 
de choix dans la réponse inflammatoire comparativement à son acolyte, le récepteur B2. 
De manière intéressante, les conditions et stimuli permettant la régulation du récepteur 
BI régissent de la même façon l'enzyme pro-inflammatoire cyclooxygénase 2 (COX-2), 
induite lors de la réponse inflammatoire (Calixto et al, 2000; 2001). Aussi, les deux sont 
parfois exprimés de façon constitutive dans certains tissus, principalement nerveux 
(Calixto et al., 2000). Comme nous l'avons détaillé plus haut dans les sections 2.1.4, 
l'IL-l est la première cytokine à avoir été décrite comme stimulant de la sensibilité 
tissulaire à un agoniste BI (Deblois et al., 1988). Depuis ce temps, des milliers 
d'articles publiés retracent les effets de IL-l sur le récepteur BI dans différents modèles 
cellulaires ou animaux. 
Tout d'abord, la stimulation d'ostéoblastes humains avec l'IL-I augmente 
l'expression de COX-2 et donc la production de PGE2 (Brechter et Lemer, 2007). Cette 
réponse est potentialisée par l'ajout de kinines, mais inhibée en bloquant le NF-KB. 
L'agoniste BI et l'IL-I agissent en synergie pour augmenter l'expression de COX-2, en 
passant par une signalisation semblable (NF -KB) et la biosynthèse de protéines, pour 
produire ainsi plus de prostaglandines (Brechter et Lemer, 2007). Dans un modèle 
cellulaire arthritique, la production de PGE2 induite par la BK augmente de 20 à 50 fois 
lorsque des synoviocytes sont prétraités à l 'IL-l et, elle est bloquée par les antagonistes 
BI et B2 (Bathon et al., 1992). Nous verrons plus loin que l'induction de la voie des 
prostaglandines par le récepteur BI est non seulement importante pour la réaction 
inflammatoire (Bathon et al., 1992), mais également dans l'hyperalgésie inflammatoire 
(Chichorro et al., 2004). En outre, l'augmentation du nombre de récepteurs BI à la 
surface à la suite de la stimulation par l'IL-l, se reflétant par une réponse fonctionnelle 
accrue, fut démontrée à plusieurs reprises. Des modèles de stimulation avec l'IL-l de 
fibroblastes humains (Zhou et al., 1998; Phagoo et al., 2001), de cellules musculaires 
lisses de souris (Zhang et al., 2007), de cellules aortiques de rat (deBlois et al., 1991), 
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de synoviocytes humains (Bathon et al., 1992), pour ne nommer que ceux-ci, ont tous 
démontré cette régulation à la hausse du récepteur BI par l'IL-l in vitro. L'injection 
intradermale de cytokines dans les pattes de rats (Campos et al., 1999; Passos et al., 
2004), ainsi que les études de l'activité vasoactive chez les lapins traités à l'IL-l 
(Marceau et al., 1997), sont des modèles classiques largement utilisés pour obtenir le 
même type de résultats in vivo. Il a été proposé par Ehrenfeld et al (2006) que l'IL-l 
amorce la formation d'un état fonctionnellement actif du récepteur BI en causant son 
homooligomérisation à la surface cellulaire (Ehrenfeld et al., 2006). En aval, la 
stimulation du récepteur BI par son agoniste mène aussi subséquemment à la relâche de 
l'IL-l et du TNFa par des macrophages (Tiffany et Burch, 1989) et des fibroblastes 
humains (Pan et al., 1996), processus inhibé par les antagonistes spécifiques BI. Cette 
observation suggère que le récepteur BI, en plus d'être régulé par les cytokines pro-
inflammatoires, influence leur production. Le TNFa, une autre cytokine induisant 
l'expression du récepteur BI dans plusieurs modèles (Deblois et al., 1988; Passos et al., 
2004), fut aussi étudié extensivement au cours des dernières années. Le TNFa est 
impliqué dans la réponse inflammatoire et est un activateur de NF-KB au même titre que 
l'IL-l (Campos et al., 1999). Via son récepteur, le TNFa participe à la dégradation du 
cartilage et de la matrice' extracellulaire par les chondrocytes dans un modèle 
d'ostéoarthrose (Fernandes et al., 2002). 11 y modifie la balance enzymatique, entre 
autres en augmentant l'activité des métalloprotéases (MMP) (Fernandes et al., 2002). 
Ces enzymes sont reconnues pour être capables de digérer la matrice extracellulaire lors 
d'une perte de la balance homéostasique. Aussi, il a déjà été montré que la bradykinine 
stimule la production de MMP-2 dans des cellules en culture (Zaczynska et al., 2003). 
De plus, les chondrocytes ostéoarthritiques humains expriment significativement plus 
de récepteurs du TNFa, ce qui rend le cartilage particulièrement plus susceptible au 
stimulus du TNFa (Fernandes et al., 2002). 
Plusieurs autres cytokines jouent un rôle important dans l'expression et la 
réponse du récepteur BI. Parmi celles-ci, l'IL-8 augmente la densité de récepteurs BI 
ainsi que ses niveaux d'ARNm dans des fibroblastes humain d'une façon dose-
dépendante (Bastian et al., 1998). Par contre, cet effet d'IL-8 est presque totalement 
bloqué par l'ajout d'anticorps anti-IL-1. De ce fait, il a été conclu que l'induction du 
récepteur BI par l'IL-8 est secondaire à la production d'IL-l (Bastian et al., 1998). 
Également, l'induction du récepteur BI à la suite de l'injection intra-articulaire d'IL-l, 
d'IL-8 et de TNFa dans un modèle d'hyperalgésie inflammatoire est inhibée 
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systématiquement par l'antagoniste du récepteur de l'IL-l (Davis et Perkins, 1994). Ces 
résultats indiquent que les effets des autres cytokines sont contrôlés par la relâche 
secondaire d'IL-l (Campos et al., 1999). De la même façon que l'IL-l, l'IL-8 est aussi 
produite en aval de la stimulation du récepteur BI par son agoniste, et son expression 
d'ARNm est augmentée (Hayashi et al., 1998). 
D'autres médiateurs peuvent intervenir lors de conditions associées à 
l'inflammation, telles que l'activité mitotique et la prolifération cellulaire. Quelques 
r études ont montré que la stimulation de cellules ou de tissus avec des médiateurs 
prolifératifs comme l'EGF (Facteur de croissance épidermique) induisait aussi 
l'expression des récepteurs BI (Bouthillier et al., 1987; Larrivee et al., 1998) via les 
MAPK. D'autres études impliquent directement la stimulation du récepteur B2 avec la 
BK dans la prolifération de cellules épithéliales de tumeurs (Greco et al., 2004) ou 
encore dans la prolifération de cellules endothéliales de veinules post-capillaires 
(Morbidelli et al., 1998) via la PKC. En revanche, un autre groupe rapporte que 
l'activation des récepteurs Blet B2 inhibe la prolifération de cellules cancéreuses 
mammaires (Patel et Schrey, 1992). De plus, l'activation du récepteur B2 dans des 
cellules mésangliales en présence de facteurs de croissance peut inhiber la 
phosphorylation des MAP kinases Erk 1 et 2 impliquées dans l'activité mitotique (Alric 
et al., 2002). Ces effets prolifératifs ou anti-prolifératifs, apparemment contradictoires, 
suggèrent une double voie de signalisation variant selon l'état d'activation cellulaire par 
différents facteurs de croissance (Bascands et al., 2003). 
Une multitude de recherches sur différents modèles inflammatoires ont montré 
l'implication de plusieurs des médiateurs que nous venons de décrire dans le système 
des kinines et leurs récepteurs. Comme le principal objectif de ces travaux est d'aboutir 
à un traitement cliniquement utilisable, allons voir ce qui s'est fait chez l'humain, ou 
dans des modèles s'y rapprochant, concernant les récepteurs des kinines dans 
l'inflammation et ensuite dans les modèles de douleur développés. 
3.2.2.2 Évidences Cliniques 
Malgré le fait que la recherche sur le système des kinines ait diminué au cours 
des dernières années (Bader, 2008), quelques molécules ont parcouru le long chemin 
jusqu'aux études cliniques de phases 1 à III. Malheureusement, aucune d'entre elles n'a 
atteint le marché; elles étaient trop peu efficaces, peu biosponibles, ou encore 
35 
présentaient un potentiel toxique inacceptable. Par contre, en octobre 2007, la 
compagnie Jerini a obtenu l'approbation pour la distribution européenne d'un 
antagoniste B2 (icatibant, HOEI40) pour le traitement clinique de l'angioedème 
héréditaire (HAE). Des études cliniques avec d'autres modèles sont en cours dans ce 
même laboratoire Jerini pour tester des indications additionnelles. À court terme, cette 
annonce pourrait bien avoir comme effet de raviver l'intérêt scientifique pour les 
kinines et leurs récepteurs. 
À l'inverse du modèle de l'HAE, un agoniste B2 pourrait théoriquement être 
utilisé pour ces propriétés vasodilatatrices dans le but d'augmenter la perméabilité de la 
barrière hématoencéphalique aux médicaments de chimiothérapie pour le traitement de 
certaines tumeurs intracrâniennes (Gregor et al., 1999). Dans cette optique, la 
compagnie Alkermes a tenté de prouver l'efficacité de l'agoniste B2 RMP-7 
(Cereport®) en le comparant au placebo en addition à la carboplatine comme double 
thérapie (prados et al., 2003) dans une étude randomisée à double insu. Une 
amélioration de l'efficacité de la carboplatine par le traitement avec l'agoniste B2 n'a 
toutefois pas été observée (Prados et al., 2003). Selon leurs résultats, les doses 
administrées de RMP-7 pourraient ne pas être suffisantes. 
De façon encourageante, deux autres études cliniques de phase II sont en cours 
pour évaluer le rôle des récepteurs BI et B2 dans la douleur et l'inflammation. La 
première s'effectue par Vanderbilt University, et tente de diminuer l'inflammation 
induite lors de chirurgies de déviations cardio-pulmonaires (www.clinicaltrials.gov # 
NCT00223704) avec un antagoniste B2, le HOE 140. Il a été rapporté que les 
concentrations de BK augmentent suite aux chirurgies de déviations cardio-pulmonaires 
et de ce fait qu'elle participe aux réponses inflammatoire, hémodynamique et 
fibrinolytique. Les transfusions nécessaires pour contrer ces effets mènent trop souvent 
à une morbidité associée. L'étude en cours vise à savoir si le HOE140 réduit les risques 
d'inflammation, d'hypotension et de transfusion; son échéance était le mois de 
novembre 2007, mais rien à ce jour n'a été rendu public. La deuxième étude chez 
l'humain fut complétée en février 2006 (www.clinicaltrials.gov#NCT00083356).et 
portait sur la douleur durant l'extraction de dents de sagesse, mais n'utilisait pas de 
nouvelle molécule bloquant les récepteurs des kinines. Le but de cette étude était plutôt 
d'examiner la cinétique de l'induction locale du récepteur BI et de la formation des 
kinines en condition d'inflammation aiguë, et ce à l'aide de biopsies avant et après une 
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chirurgie mineure. L'analyse des gènes d'intérêts sera aussi effectuée, d'après les détails 
fournis au National Institutes of Health Clinical Center. Aucune publication ne suivit la 
fm de l'étude. Ces résultats seront parmi les rares à caractériser la réponse 
inflammatoire chez 1 'humain. 
Une autre étude chez l'humain a évalué la réponse fonctionnelle de desArg9-BK 
sur les artères coronariennes pour confirmer la présence du récepteur BI (Aptecar et al., 
2006). Douze sujets subissant une chirurgie cardiaque et 10 témoins consultant pour une 
artériographie ont reçu la desArg9-BK par infusion. Tous les sujets ont montré une 
vasoconstriction des coronaires avec les deux plus fortes doses leur étant infusées et ce, 
sans changer le débit sanguin local. Pour notre présent projet, l'existence fonctionnelle 
du récepteur BI dans ce modèle humain est intéressante. 
En outre, des publications sur des antagonistes BI non peptidiques par la 
compagnie pharmaceutique AMGEN ont poussé à croire que cette dernière travaillait 
sur des molécules «lead» intéressantes (Fotsch et al., 2006; D'Amico et al., 2007). 
Malgré les articles décrivant les propriétés chimiques de ces molécules parues entre 
2005 et 2007 et leur site web relatant un intérêt pour le traitement de l'inflammation, 
aucune étude clinique sous leur enseigne n'est inscrite sur les registres d'organismes 
mandatés pour règlementer la publication des études cliniques. 
Pour conclure le recensement des études chez 1 'humain sur les récepteurs des 
kinines, il serait tentant d'affirmer que notre modèle apportera d'autres éclaircissements 
à ceux déjà connus. Le système des kinines implique le système cardiovasculaire en 
même temps que la réponse inflammatoire et la coagulation sanguine, ce qui ajoute à la 
difficulté de travailler avec cette cible. La réponse fonctionnelle varie selon le modèle et 
les cellules visées; l'effet désiré dans une étude peut être contradictoire avec les 
résultats d'une autre. Nous n'en sommes qu'au début de l'expérimentation chez 
l'humain. 
3.3 Rôle dans la douleur 
3.3.1 Nociception, hyperalgésie et analgésie 
La douleur peut être définie comme une sensation désagréable et une expérience 
émotionnelle en réponse à une atteinte tissulaire réelle ou perçue comme telle 
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(International Association for the Study of Pain). Anatomiquement, la douleur est 
transmise au système nerveux central (SNC) par les nocicepteurs, principalement des 
neurones sensitifs dorsaux. Deux types de fibres afférentes primaires sont impliqués 
dans la nociception: les fibres C, lentes car non myélinisées, et les fibres Aô, 
myélinisées donc plus rapides. Ces neurones sensitifs afférents répondent à des 
stimulations d'origine variée (mécanique, thermique, chimique) qui peuvent être 
modulées par différents médiateurs (PGs, BK, capsaïcine). Il est reconnu que les kinines 
peuvent activer le système nerveux périphérique via leurs récepteurs, en sensibilisant les 
terminaisons des fibres C et Aô, et causant une hyperalgésie (réponse exagérée à un 
stimulus douloureux) et une allodynie (douleur produite par un stimulus précédemment 
inoffensif) (Calixto et al., 2004). Pour ces raisons, les récepteurs des kinines sont 
considérés comme des cibles thérapeutiques intéressantes. 
L'activation du récepteur B2 par la BK enclenche une signalisation menant à la 
dépolarisation et à la diminution du seuil des nocicepteurs. Cette voie d'activation inclut 
les phospholipases C et A2, suivi de la formation de métabolites de l'acide 
arachidonique par la COX et la lipooxygénase et éventuellement l'ouverture des canaux 
sodiques des fibres nerveuses (Premkumar et Ahem, 2000). Par contre, l'implication du 
récepteur BI dans la transmission des deux phases de la douleur fut relativement moins 
étudiée et plutôt décrite comme·associée à la douleur inflammatoire chronique. En effet, 
la phase chronique de la douleur concorde mieux avec le profil général d'induction du 
récepteur BI, comme pour l'inflammation. La formàline induit une réponse nociceptive 
aiguë lorsque administrée dans la patte de souris. Cette réponse se divise en deux phases 
bien distinctes: une première qui n'apparaît que durant les 5 premières minutes et une 
seconde qui se manifeste 15 à 20 minutes plus tard (Shibata et al., 1989). La première 
phase serait associée à la stimulation directe des nocicepteurs tandis que la seconde est 
le reflet de la libération de médiateurs de l'inflammation (Wheeler-Aceto et al., 1990). 
Le récepteur BI est généralement impliqué dans la modulation de la deuxième phase en 
induisant la production d'agents inflammatoires variés incluant les cytokines, les 
prostaglandines et la substance P (Perkins et Kelly, 1993; Davis et Perkins, 1994; 
Khasar et al., 1995). Ces médiateurs induits par le récepteur Blet relâchés par les 
neurones sensitifs ou autres cellules (macrophages, cellules endothéliales, fibroblastes) 
sont responsables d'activer ou de potentialiser le signal de dépolarisation des 
nocicepteurs (Perkins et al., 1995; Davis et Perkins, 1996). Cependant, la réponse 
hyperalgésique à l'injection intrathécale de desArg9-BK ou autres stimuli est 
38 
significativement réduite chez les souris déficientes du gène du récepteur BI (Ferreira et 
al., 2001). Celles-ci présentent même une diminution de la réponse à la douleur aiguë 
induite par la formaline ou la chaleur intense (Pesquero et al., 2000). Ces dernières 
observations suggèrent que le récepteur BI aurait un rôle non seulement dans la phase 
chronique de la nociception, mais aussi durant la phase aiguë. En effet, l'expression 
constitutive de l'ARNm du récepteur BI dans le SNC a été confirmée par RT-PCR 
(Levy et Zochodne, 2000). L'expression constitutive de la protéine du récepteur BI a 
également été détectée chez le rat par immunohistochimie (Ma et al., 2000; 
Wotherspoon et Winter, 2000). Toutefois, ces études sont très controversées puisque les 
anticorps utilisés sont plus ou moins spécifiques et que l'activation du récepteur BIne 
produit aucune réponse biologique. Tout de même, une expression basale du récepteur 
BI est reconnue dans plusieurs structures chez l'humain et le rat, incluant la moelle 
épinière, les ganglions de la racine dorsale (DRG) et les nerfs sensitifs centraux et 
périphériques (Wotherspoon et Winter, 2000; Ongali et al., 2003). Ces résultats 
expliquent l'implication du récepteur BI dans la douleur non inflammatoire vue dans 
certains modèles aigus, puisque leurs effets ne montrent pas le délai de latence 
nécessaire pour l'induction de novo du récepteur. À ce jour, aucune donnée clinique n'a 
confirmé l'hypothèse d'analgésie avec des antagonistes des récepteurs des kinines chez 
l'humain. 
3.3.2 Implication dans différents modèles de douleur 
Le rôle fonctionnel du récepteur BI dans le contrôle de la douleur chez 1 'humain 
reste à être prouvé. Tout d'abord, en 1987, un groupe européen a montré qu'en injectant 
une faible concentration de BK à la base d'une cloque, les sujets ressentent une douleur 
aiguë induite de façon dose-dépendante (Whalley et al., 1987). Cette hyperalgésie est 
bloquée par les antagonistes B2, mais non par les antagonistes BI. De plus, l'injection 
de desArg9-BK à la base de la même cloque quatre heures plus tard n'a aucun effet sur 
la réponse à la douleur, même à forte concentration. Ils en conclurent, en 1987, que seul 
le récepteur B2 est impliqué dans la douleur. Aujourd'hui, il est admis que le récepteur 
Bine doit pas être exclu du processus douloureux. En effet, nous savons désormais que 
la desArg9-BK présente une faible affinité pour le récepteur BI humain, et que par 
conséquent ce n'était pas l'outil approprié pour évaluer 1 'hypothèse dans cette étude sur 
la douleur (Marceau et al., 1998). D'autres publications ont par la suite fait état du rôle 
important du récepteur BI dans la nociception. 
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Il a été démontré que la desArg9-BK est capable d'induire ou d'augmenter 
l'hyperalgésie de type thermique ou mécanique périphérique, à la suite de 
l'administration locale d'un agent inflammatoire (formaline, LPS, etc.) chez le rat 
(Perkins et Kelly, 1993; Davis et Perkins, 1994; Perkins et al., 1995) et la souris 
(Campos et Calixto, 1995). Alors que l'injection périphérique d'agoniste BI seul induit 
rarement de l'hyperalgésie chez des animaux naïfs (sans inflammation) (Ma, 2001), 
l'administration inthratécale de desArg9 -BK cause une hyperalgésie mécanique 
soutenue (Fox et al., 2003; Leeb-Lundberg et al., 2005). Dans plusieurs autres modèles, 
l'administration d'antagonistes BI (Leu8-desArg9-BK, desArglO-HOE, R-715) renverse 
l'hyperalgésie et l'allodynie produites par les différents stimuli inflammatoires (Perkins 
et Kelly, 1993; Khasar et al., 1995; Belichard et al., 2000; Calixto et al., 2004). Ces 
données suggèrent que le récepteur BI est induit dans le système nerveux lors d'un 
processus inflammatoire. Une étude d'autoradiographie quantitative a montré 
l'augmentation de la densité de sites de liaison du récepteur BI dans la moelle épinière 
et le ganglion de la racine dorsale à la suite de la ligation partielle du nerf sciatique, un 
. modèle de douleur neuropathique (Petcu et al., 2008). L'activation du récepteur BI par 
ses agonistes dans des modèles non-inflammatoire n'a pas montré de réponse 
fonctionnelle (Davis et Perkins, 1996; Calixto et al., 2000), alors que l'analgésie a été 
induite par des antagonistes BI uniquement dans des modèles de douleur inflammatoire 
persistante (Perkins et Kelly, 1993; Khasar et al., 1995). Ces résultats ont été expliqués 
par l'induction du récepteur BI sur des cellules autres que les neurones sensitifs 
(macrophages, fibroblastes ou cellules endothéliales) qui pourraient être responsables de 
la relâche de médiateurs sensibilisant les fibres nociceptives (Davis et Perkins, 1996; 
Couture et al., 2001). 
Plusieurs modèles de douleur chez les rongeurs ont permis de mieux comprendre 
les implications des récepteurs des kinines dans la nociception. Un· modèle 
d 'hyperalgésie chez le rat confirme que le récepteur BI doit être induit pour engendrer 
la douleur par son agoniste (Khasar et a1., 1995). Sans l'injection locale de l'adjuvant 
complet de Freud (ACF) 48 heures auparavant, le seuil de douleur mécanique n'est pas 
modifié par l'administration d'agoniste BI, contrairement à la BK. Toutefois, chez les 
rats traités avec l'ACF, l'hyperalgésie induite par desArg9 -BK est complètement inhibée 
par l'antagoniste spécifique Leu8-desArg9-BK, permettant une analgésie complète 
(Khasar et al., 1995). Fait intéressant dans cette étude: des rats chez lesquels les 
neurones sympathiques postganglionaux furent chirurgicalement éliminés ne présentent 
---------------------------------------
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pas d'hyperalgésie à aucun des stimuli étudiés. Ceci démontre que la douleur induite 
dépend à la fois de la présence des récepteurs des kinines et des neurones sympathiques 
postganglionaux intacts. La localisation des récepteurs des kinines dans le système 
nerveux a été confirmée par autoradiographie avec des ligands radioactifs, plus 
précisément dans la racine dorsale de la moelle épinière, le ganglion du trijumeau et 
même au niveau de l'hippocampe (Steranka et al., 1988; Ongali et al., 2003). 
Un modèle de souris déficiente pour le gène du récepteur BI fut aussi utilisé 
pour évaluer la sensibilité aux tests réguliers non inflammatoires de comportement à la 
douleur chimique et mécanique. Ces souris, en plus d'être normales, fertiles et 
normotensives, possèdent la caractéristique d'avoir un seuil de tolérance à la douleur 
beaucoup plus élevé (Pesquero et al., 2000). En d'autres mots, sans le récepteur BI, 
elles sont hypoalgésiques. Dans ce sens, le récepteur BI représente une cible 
pharmacologique intéressante. 
Enfin, plusieurs études, principalement chez les rongeurs, ont établi le rôle du 
récepteur BI dans la douleur aiguë, chronique et inflammatoire (Khasar et al., 1995; 
Calixto et al., 2000; Couture et al., 2001). Comme mentionné un peu plus haut, 
quelques études cliniques visent le récepteur BI comme cible pharmacologique, dont au 
moins dans un modèle de douleur (www.clinicaltrials.gov # NCT00083356). 
3.4 Rôle protecteur controversé 
Nous avons mis l'emphase sur le rôle important du récepteur BI dans 
l'inflammation et la douleur. Il est important de noter que certains auteurs ont émis 
1 'hypothèse que le BI aurait un rôle protecteur, expliquant que son induction aurait pour 
but de protéger l'organisme. Dans ce cas, l'inhiber de façon pharmacologique serait 
néfaste. Dans une première étude, (Siebeck et al., 1996), trois groupes d'animaux traités 
au LPS (2 Ilglkg!h i.v. pour 8 h) pour créer un choc septique ont été évalués selon le 
taux de survie de chacun des groupes: le premier recevait de la saline, le deuxième 
recevait un antagoniste B2 (CP-0127; 3 Ilg/kg/min), et le troisième recevait un 
antagoniste BI en plus de l'antagoniste B2. La saline et les antagonistes étaient injectés 
une heure après le LPS. Le groupe témoin présente un taux de survie de 45%, alors que 
l'antagoniste B2 améliore la survie à 59% des animaux. Toutefois, le blocage du 
récepteur BI par la Leu9-desArg IO-KD semble renverser les effets bénéfiques de B2, car 
le taux de survie de ce groupe diminue à 36%. Les auteurs expliquent cet effet par un 
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mécanisme de défense de l'organisme qui augmente l'expression du récepteur BI. En 
1'inhibant, l'hôte n'est plus « protégé» et meurt. À ce point, ces explications en sont 
encore à un stade de spéculations, mais une étude montre que le récepteur est bel et bien 
induit dans ce modèle de choc septique et que les souris n'exprimant pas le récepteur BI 
(knock-out) traités avec du LPS ont un taux de mortalité augmenté (Seguin et al., 2008). 
Ces auteurs suggèrent aussi que la régulation à la hausse du récepteur BI joue un rôle 
bénéfique, du moins transitoire, dans le choc induit par le LPS. 
Aussi, un autre groupe se base sur des évidences du rôle protecteur du récepteur 
BI pour vérifier sa régulation dans les maladies cutanées. Aucune induction du 
récepteur BI n'est observée dans les biopsies provenant de patients souffrant de 
basaliome, psoriasis ou eczéma en comparaison avec la peau de patients normaux; une 
faible expression basale du récepteur BI demeure constante (Schremmer-Danninger et 
al., 2004). Par contre, une augmentation d'un facteur de 8 à 15 fois l'expression de 
récepteur BI est visible par immunofluorescence dans une biopsie de peau après une 
opération à cœur ouvert lorsqu'elle est comparée au début de l'opération (Schremmer-
Danninger et al., 2004). Ici, les auteurs suggèrent un rôle du récepteur BI dans le 
mécanisme de protection physiologique probablement en participant à la guérison de la 
plaie dans la réponse inflammatoire locale. Ils suggèrent aussi que la régulation du 
récepteur BI pourrait être une réponse fonctionnelle pour antagoniser les effets néfastes 
indirects des kinines. 
Enfin, un dernier exemple d'étude supportant le rôle protecteur du récepteur BI 
a été réalisé sur des rats rendus arthritiques par l'injection intra-articulaire de 
peptidoglycanes-polysaccharides (Sainz et al., 2004). L'inflammation des articulations 
était calculée selon le diamètre de la cheville et par un score inflammatoire histologique. 
Les antagonistes Blet B2 étaient administrés par voie sous-cutanée en continu (1 
mg/k:g) à l'aide de mini-pompes osmotiques. L'inhibition du récepteur B2 seul n'a eu 
aucun effet significatif. De façon surprenante, en inhibant uniquement le récepteur BI, 
et ainsi permettant l'activation de B2, l'œdème des articulations mesuré augmentait 
dramatiquement (Sainz et al., 2004). Par contre, l'antagoniste B2 administré 
conjointement avec l'antagoniste BI montrait un œdème moins important que le groupe 
ayant reçu l'antagoniste BI seul (Sainz et al., 2004). Les auteurs discutent du 
mécanisme de défense que l'antagoniste BI aurait dévié, causant ainsi une diminution 
de la protection. De plus, bloquer la voie du récepteur B2 ne semble pas avoir eu d'effet 
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bénéfique dans ce modèle d'arthrite induite. Une étude semblable mesurant les taux de 
kinines endogènes produites par la réponse inflammatoire systémique indique que ces 
kinines sont impliquées dans la réaction inflammatoire locale par l'entremise des 
récepteurs Blet B2 (Blais et al., 1997). Ces hypothèses pourraient être testées avec des 
agonistes des récepteurs Blet B2. 
Ces diverses observations parfois contradictoires nous indiquent qu'il reste du 
chemin à faire avant de comprendre parfaitement la fonction du récepteur Blet ses 
implications pathophysiologiques. 
3.5 Rôle dans différentes pathologies 
L'expression généralisée des récepteurs des kinines dans tout l'organisme (Chai 
et al., 1996) suggère un rôle dans une multitude de maladies humaines. L'induction du 
récepteur BI dans la plupart des tissus enflammés et l'expression basale au niveau des 
fibres nerveuses en font une cible de choix pour le traitement de l'inflammation et de la 
douleur. Plusieurs études animales concluent que le récepteur BI influence les réponses 
pathophysiologiques. Toutefois, trop peu est connu sur les conséquences cliniques de 
son activation ou de son inhibition. Avec les caractéristiques impliquant les récepteurs 
des kinines dans la coagulation sanguine, le lien avec le système vasculaire est bien 
évident. Aussi, l'enzyme de dégradation des kinines, la kininase II ou l'BCA, est 
bloquée par les inhibiteurs de l'ECA qUl sont utilisés dans le traitement de 
l'hypertension et d'autres maladies cardiovasculaires. Ceci a pour effet direct 
d'augmenter la demie-vie des kinines. Le système cardiovasculaire est souvent utilisé 
comme modèle pour étudier les effets des kinines. Brièvement, les récepteurs des 
kinines sont étudiés dans l'hypertrophie cardiaque, le tonus vasculaire, l'hypertension et 
les cardiomyopathies. De plus, l'administration d'antagoniste BI a prévenu la 
progression du diabète insulino-dépendant chez des souris diabétiques, probablement 
via les effets anti-inflammatoires (Leeb-Lundberg et al., 2005). Aussi, le récepteur BI 
est exprimé dans les néphrons de patients atteints de maladies rénales, mais pas chez les 
patients normaux. En plus, l'allèle C en -698 du gène du récepteur BI semble avoir un 
rôle protecteur chez ces patients, car celle-ci est sous-représentée chez les patients en 
phase terminale de maladie rénale (Leeb-Lundberg et al., 2005). En outre, des biopsies 
de patients atteints de maladies pulmonaires interstitielles montrent une expression de 
récepteur BI augmentée contrairement aux tissus pulmonaires normaux (Nadar et al., 
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1996). Les tissus nasaux de patients souffrant de rhinites chroniques expriment 
également plus de récepteurs BI (Christiansen et a1., 2002), établissant un lien avec les 
maladies des voiès respiratoires. Beaucoup d'exemples peuvent être décrits, mais la 
pathologie humaine qui nous intéresse plus particulièrement est l'arthrite, plus 
spécifiquement l'ostéoarthrose et la polyarthrite rhumatoïde. Ces maladies 
dégénératives affectent la qualité de vie de milliers de personnes, par la douleur et 
l'inflammation, et ne sont pas très bien contrôlées par la médication. Les antagonistes 
B 1 présentent un profil d'analgésie qui diffère des autres traitements disponibles (anti-
inflammatoires non stéroïdiens (AThIS), morphine) par l'activité directe sur les fibres 
nerveuses ainsi que par l'absence de sédation. 
4.0 Ostéoarthrose et Polyarthrite rhumatoïde 
4.1 Aspects épidémiologiques 
L'arthrite est souvent considérée à tort comme une seule maladie, mais elle 
englobe en réalité une centaine d'affectations différentes. Elle se présente sous forme .1 
plus ou moins sévère, comme la bursite et l'arthrose, et va même jusqu'à des formes 
systémiques invalidantes telle que la polyarthrite rhumatoïde (PAR) (www.arthrite.ca). 
Certainement, le dénominateur commun dans tous les cas est la douleur articulaire et 
musculosquelettique causée par l'inflammation dans la cavité articulaire. La forme 
d'arthrite la plus fréquente est l'arthrose (ou ostéoarthrose, OA) et touche un Canadien 
sur dix, hommes et femmes, généralement âgés de 45 ans et plus (www.arthrite.ca).La 
cause exacte de l'arthrose n'est pas connue, bien que la recherche ait mis à jour les 
principaux mécanismes menant à la dégradation du cartilage (voir plus bas). Les risques 
augmentent avec l'âge, l'obésité qui porte un poids excessif sur les articulations, et 
l'usage répété de certaines articulations accroissant ainsi les dommages du cartilage. De 
son côté, ·la PAR touche un Canadien sur 100 et atteint 3 fois plus de femmes que 
d'hommes, en général entre l'âge de 25 et 50 ans (Société d'arthrite). La PAR est une 
maladie auto-immune engendrant l'inflammation au niveau des articulations. Pouvant 
atteindre aussi d'autres organes, comme les yeux et les poumons, elle s'attaque 
principalement aux articulations des mains et des pieds. Encore une fois, la raison pour 
laquelle.le système immunitaire se dirige contre son propre cartilage n'est pas connue; 
toutefois, certains mécanismes et médiateurs ont été pointés du doigt. Au Canada en 
1996, le ratio OA : PAR était de 73 : l, démontrant l'étendu des diagnostics d'arthrose 
(Rothman et Badley, 1996). Toujours en 1996, la prévalence de patients âgés de 75 ans 
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et plus diagnostiqués arthrosiques s'élevait à 51,2 %, alors qu'elle n'était que de 6,3 % 
pour les 24 ans et moins (Rothman et Badley, 1996). 
4.2 La structure du genou 
4.2.1 La cavité articulaire 
Les os de l'articulation sont maintenus par les tendons et recouverts aux 
extrémités par le cartilage. Ce dernier protège l'os sous-chondral contre le frottement et 
amortit les chocs (Mitrovic et Mansat, 2000). La cavité articulaire est enfermée dans 
une capsule souple permettant les mouvements, mais suffisamment solide pour 
empêcher la luxation. La capsule comprend les ligaments qui sont un épaississement de 
celle-ci et les insertions capsulaires qui la renforcent, quoiqu'elle reste très mince. La 
membrane synoviale tapisse la face intérieure de la capsule et les synoviocytes sécrètent 
entre autres des protéoglycanes, le liquide hyalin et plusieurs nutriments pour les autres 
tissus de la cavité. Les bourses, ou plis synoviaux, sont des diverticules de la membrane 
synoviale très vascularisés qui remplissent les espaces libres de l'articulation (Mitrovic 
et Mansat, 2000). Les surfaces articulaires sont constamment lubrifiées par le liquide 




Figure 7 La cavité articulaire d'un genou A) enflammé comparativement à B) normal 
La membrane synoviale est épaissie et le cartilage est endommagé, tiré de www.health.n)1imes.com 
4.2.2 Le cartilage et l'os 
Le cartilage est un tissu conjonctif spécialisé formé de fibres de collagène, 
d'élastine et de protéoglycanes recouvrant la surface de la plupart des articulations 
synoviales (Alaaeddine, 1998). Dans cette matrice sont incorporés les principales 
cellules, les chondrocytes, ancrés dans des lacunes rondes, qui sont responsables de la 
production de la matrice extracellulaire. La consistance ferme de celle-ci permet au tissu 
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d'absorber les chocs et stress mécaniques, ainsi que le glissement approprié des 
surfaces, sans distorsion permanente. Le volume cellulaire du cartilage est plutôt faible, 
soit environs 1-2% du tissu total chez un humain adulte (Mitrovic et Mansat, 2000). 
Comme le cartilage n'est pas innervé ni vascularisé, la nutrition des cellules se fait par 
diffusion. Lors du développement, le squelette est formé à partir du cartilage qui se 
minéralise progressivement jusqu'à l'âge adulte, pour devenir osseux (calcifié). Le 
cartilage recouvrant les articulations demeure permanent, et une jonction de base est 
formée entre les deux. Lorsqu'il est endommagé, les possibilités de réparation sont très 
limitées puisque les chondrocytes ne migrent pas facilement hors de leurs lacunes 
(Mitrovic et Mansat, 2000). Le cartilage est donc remplacé par du tissu 
fibrocartilagineux. Dans l'arthrose, lorsqu'il est dégradé par un mouvement rép~titif, un 
surplus de poids, ou simplement l'usure normale de l'âge, il en résulte une limitation de 
mouvement par le frottement des os et une douleur criante. 
4.2.3 La membrane synoviale 
Comme nous l'avons vu plus haut, la membrane synoviale tapisse la capsule de 
la cavité articulaire. La membrane synoviale est composée essentiellement de fibres 
élastiques et d'adipocytes, ainsi que des fibroblastes et des synoviocytes (Alaaeddine, 
1998). La membrane synoviale est responsable de la formation et du renouvellement du 
liquide synovial qui lubrifie et nourrit le cartilage (Alaaeddine, 1998). Ce liquide est en 
fait un ultrafiltrat de plasma, du liquide extracellulaire, s'échappant des nombreux 
capillaires de la membrane synoviale. Elle a donc des fonctions mécaniques, mais aussi 
de défense contre les infections et l'inflammation. Ainsi, en cas d'agression de toutes 
sortes, elle s'épaissit et sécrète un eXcès de synovie. Des cellules de nature 
inflammatoire, par exemple des leucocytes et des macrophages, peuvent aussi être 
contenues dans le· liquide synovial (Alaaeddine, 1998). La couche profonde fibreuse 
contient plusieurs vaisseaux sanguins et fusionne avec la capsule. En bordure de la 
lumière, la couche de revêtement est constituée d'une à quatre couches de cellules 
appelées synoviocytes. Lors de l'inflammation, la couche externe se multiplie et 
s'épaissit, formant des macrovillosités. Deux types de synoviocytes sont connus 
(Alaaeddine, 1998). Le type A, ou macrophagique, retire toutes les substances 
indésirables de la synovie par phagocytage et peut migrer dans le tissu. Le type H, ou 
fibroblaste, est responsable de produire les constituants du liquide synovial tels que le 
polymère d'acide hyaluronique. Lors de pathologies articulaires, les cellules de la 
membrane synoviale peuvent aussi produire des enzymes participants à la digestion du 
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cartilage. Le liquide synovial est composé principalement d'eau, d'électrolytes, de 
certaines protéines et enzymes. Il est transparent ou d'un jaune très pâle, très visqueux 
et est produit à raison de quelques gouttes à un maximum de 4 ml renouvelables par 
jour (Pagura, 1998). En situation d'inflammation, ce volume peut facilement doubler 
(Pagura, 1998). Les mécanismes impliqués dans l'interaction de tous les composants de 
l'articulation lors de l'OA ou de la PAR doivent être élucidés. 
L'inflammation de la membrane synoviale est un phénomène communément 
observé lors d'épisodes d'arthrites, ce qui contribue à l'entretien de la maladie via les 
différents médiateurs cataboliques et inflammatoires affectant l'articulation. En effet, la 
balance entre la dégradation du cartilage et sa réparation est régulée par plusieurs 
enzymes cataboliques provenant de la membrane synoviale enflammée. Des études ont 
montré que cette dernière produit des médiateurs incluant les cytokines pro-
inflammatoires, le monoxyde d'azote (NO), les prostaglandines E2, et piusieurs 
neuropeptides telle que la substance P (Sutton et al., 2007). Le rôle précis de chacun des 
acteurs n'est pas connu, mais l' interleukine-l ~ est reconnu pour augmenter l'expression 
des MMPs responsables de la dégradation du cartilage dans différents modèles 
(Fernandes et al., 2002 ; Hulejova et al., 2007). De plus, un groupe de recherche en 
France a démontré que l'inflammation de la membrane synoviale est présente depuis le 
début de la maladie et peut être évaluée par résonnance magnétique pour classifier les 
patients selon la sévérité des symptômes (Loeuille et al., 2005). D'autres études ont 
réussi à mettre en corrélation la douleur ressentie dans le genou (Hill et al., 2007) ainsi 
que l'angiogenèse locale (Walsh et al., 2007) avec les niveaux d'inflammation de la 
membrane synoviale. L'expression des récepteurs des kinines sur les fibroblastes ou 
synoviocytes de la membrane synoviale a été trouvée dans différents modèles (Bathon 
et al., 1992; Uhl et al., 1992; Cassim et al., 1996), mais seul le récepteur B2 a été 
détecté dans des tissus humains OA (Cassim et al., 1997). Toutefois, l'expression des 
récepteurs inflammatoires tels que TNFa et IL-l~ (Alaaeddine, 1998; Fernandes et al., 
2002; Hulejova et al., 2007) ne fait plus aucun doute. Dans l'optique que la membrane 
synoviale est le point central dans l'OA, les thérapies anti-inflammatoires devraient 
tenter de cibler la membrane synoviale pour le développement de nouveaux traitements. 
4.3 Ostéoarthrose versus Polyarthrite rhumatoïde 
4.3.1 La pathologie clinique 
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Les causes exactes du déclenchement de ces maladies dégénératives sont mal 
connues. Par contre, nous avons une bonne idée du déroulement biomécanique et 
biochimique de la maladie, ce que nous verrons dans la section suivante. Cliniquement, 
plusieurs caractéristiques propres à chacune permettent d'identifier la maladie, et ainsi 
de faire passer les tests appropriés aux patients dans le but ultime de traiter leur douleur. 
Tout d'abord, les symptômes de l'arthrose causée par la dégradation du cartilage 
apparaissent très progressivement autour des articulations soutenant le poids du corps 
surtout au niveau des genoux, des hanches, de la colonne vertébrale, mais aussi des 
pieds et des mains (Pagura, 1998). Ainsi, les articulations sont raides, enflées et 
douloureuses. Le cartilage devient rugueux et s'amincit, et des excroissances osseuses 
apparaissent aux extrémités des os. Un bruit de frottement peut se faire entendre et les 
nodules sont perceptibles sur les doigts et orteils. L'ampleur des mouvements 'est 
diminuée et avec le temps l'articulation perd sa forme et cesse de fonctionner. 
L'hérédité, l'obésité et les traumatismes d'usure anormale associés au travail sont les 
principaux facteurs de risques connus. Pour le médecin traitant, la radiographie est le 
test le plus utile pour confirmer le diagnostic d'arthrose. Les analyses de sang et les 
analyses du liquide synovial peuvent être demandées pour confirmer le diagnostic ou 
encore pour faire la distinction entre diverses formes d'arthrite (OA, PAR, arthrite 
juvénile, goutte). 
Dans le cas de la PAR, la raideur articulaire débute par une courte période 
matinale d'environ 30 minutes et constitue le premier signe avant-coureur. Les poussées 
de PAR se manifestent par de la rougeur, de la douleur, un œdème et une sensation de 
chaleur au niveau de l'articulation, principalement des mains et des pieds. En effet, 
l'attaque des articulations par le système immunitaire engendre une inflammation aiguë 
des tissus articulaires. Si la maladie n'est pas bien traitée et maîtrisée, les articulations 
peuvent être endommagées par des lésions marquées qui peuvent même occasionner des 
déformations et une incapacité permanente. Une fois le problème révélé par des 
radiographies, il peut être trop tard pour le régler. Les activités quotidiennes comme la 
marche et l 'habillement deviennent pénibles. Des nodules inflammatoires non 
articulaires s'observent aussi dans d'autres tissus et organes du corps sous forme de 
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protubérances sous la peau. La PAR peut causer des symptômes semblables à ceux de la 
grippe comme une faiblesse, de la fatigue, de la fièvre ou une perte de poids, mais le 
principal problème demeure les douleurs articulaires. Le médecin ayant confirmé la 
PAR suite à un examen clinique, des radiographies et une analyse de sang et du liquide 
synovial oriente les patients vers un rhumatologue pour la prise en charge des 
traitements à long terme. La PAR est incurable, mais généralement bien contrôlée par 
les médicaments. Il est possible d'éviter les lésions graves incapacitantes lorsqu'elle est 
diagnostiquée et traitée rapidement au début de la maladie (www.arthrite.ca). 
4.3.2 La pathologie 
4.3.2.1 Aspect biomécanique et <biochimique de l'Ostéoarthrose 
La recherche ne cesse de faire avancer les connaissances sur l 'CA et la PAR et 
l'impact de la dégradation du cartilage chez les animaux et l'humain. La balance entre 
les processus de dégradation et de réparation caractérise le processus pathologique de 
ces maladies. Dans l'CA, le changement le plus évident apparaît au niveau du cartilage 
aux endroits subissant le plus de stress. Trois étapes se succèdent et mènent à la 
destruction du cartilage (Alaaeddine, 1998). La première consiste en la synthèse et au 
renouvellement accéléré de la matrice extracellulaire sans déplétion de ses constituants 
et résulte en l'épaississement du cartilage dans la phase précoce. La deuxième étape 
implique toujours la synthèse de matrice extracellulaire, mais cette fois avec une perte 
des constituants majeurs tels que les protéoglycanes, rendant le tissu beaucoup plus 
faible. La troisième et dernière étape de l'établissement de l'CA engendre des 
dommages mécaniques et la diminution de la fermeté du réseau de collagène menant à 
la destruction progressive du cartilage (Alaaeddine, 1998). Les principaux changements 
sur le plan biochimique sont enclenchés dès la première étape. La diminution des 
protéoglyclanes joue un rôle central dans l'affaiblissement du cartilage et est 
proportionnelle à la sévérité de l'CA (Mankin, 1974). Alors que le contenu du cartilage 
en collagène ne change pas, les altérations moléculaires de l'enchevêtrement du réseau 
collagénique le rendent moins résistant aux chocs. De plus, une augmentation de l'eau 
contenue dans la matrice extracellulaire serait due à cet affaiblissement du réseau de 
collagène et attirée pour contrer la force perdue (Alaaeddine, 1998). Aussi, la balance 
catabolique inclut la sécrétion d'enzymes capables de digérer la matrice du cartilage. 
Parmi celles-ci, les cathepsines, élastase et métalloprotéinase 2 (MMP-2). Ces dernières 
constituent une famille de protéases devant être activées et reconnues pour la 
dégradation de la matrice cartilagineuse (Hulejova et al., 2007). En effet, la présence 
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des enzymes MMP-1, -2 et -9 actives et capables de dégrader la matrice du tissu a été 
confirmée chez les patients souffrant d'OA (Kanyama et al., 2000). Au moment où 
l'équilibre homéostasique entre la réparation du cartilage et sa dégradation n'est plus 
efficace, la pathologie de l'arthrose est installée. Bien que l'OA soit classée comme 
« arthrite non inflammatoire », nous savons maintenant que ce n'est pas tout à fait le 
cas. L'inflammation apparaît au fur et à mesure que là maladie progresse, pour plusieurs 
raisons. Des petits morceaux de cartilage peuvent se détacher et s'échapper dans la 
cavité articulaire perturbant ainsi les tissus et déclenchant une réaction inflammatoire. 
Aussi, le frottement des os une fois le cartilage entièrement usé peut déclencher 
l'inflammation. L'équilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires est aussi 
impliquée dans le processus de dégradation du cartilage. Le TNFa, l'IL-1 et l'IL-6 sont 
présents dans le liquide synovial et peuvent être produits directement par les 
synoviocytes (Pelletier et Martel-Pelletier, 1993). Les cytokines sont attirées vers le site 
par les médiateurs non spécifiques tels que les kinines, l'histamine et les éléments du 
complément via les leucocytes. Les granules alors sécrétés contiennent les lysosymes, 
les collagénases et les élastases qui digèrent la matrice (Fernandes et al., 2002). Les 
substances dérivées des leucocytes peuvent aussi activer les macrophages et les autres 
cellules phagiques résultant en la synthèse d'eicosanoïdes, de cytokines et d'autres 
composantes inflammatoires. La boucle inflammatoire étant enclenchée, la maladie 
prend de l'ampleur. La membrane synoviale joue aussi un rôle important dans 
l'installation de la maladie. Elle est le principal moyen de transport pour les 
composantes inflammatoires et donc une cible facile. Lors de l'inflammation, elle 
s'épaissit et prend plus de place dans la cavité articulaire; la pression produite cause 
ainsi une douleur désagréable. Aussi, elle sécrète plus de liquide synovial, ce qui ajoute 
cette pression intra-articulaire. Malheureusement, le traitement des symptômes se 
résume au soulagement de la douleur articulaire et inflammatoire. Aucune médication 
ne permet à l'heure actuelle de limiter ou de stopper la dégradation du cartilage. Une 
section sera consacrée à la description des traitements disponibles, mais il est important 
de noter ici qu'aucun d'entre eux n'est totalement satisfaisant pour les patients. 
4.3.2.2 Aspect inflammatoire de la Polyarthrite rhumatoïde 
L'arthrite rhumatoïde est un désordre chronique, inflammatoire et auto-immun 
affectant les articulations, plus particulièrement le cartilage et la membrane synoviale et 
éventuellement l'os. Elle met en jeu des facteurs hormonaux, humoraux et 
environnementaux sur un terrain génétique prédisposé. Pour une raison inconnue, les 
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lymphocytes B se différencient en plasmocytes et produisent des facteurs rhumatoïdes 
de classes IgG et IgM qui sont déposés dans les tissus, menant à l'activation du 
complément (Majithia et Geraci, 2007). Ceci mène à l'attraction de phagocytes, 
exacerbe la réaction inflammatoire et subséquemment stimule les lymphocytes T CD4+. 
Ensemble, les lymphocytes activés sont à l'origine de la sécrétion de facteurs 
rhumatoïdes, d'auto-anticorps et de cytokines pro-inflammatoires, principalement TNFa 
(Majithia et Geraci, 2007). Les macrophages synoviaux et les fibroblastes agissent 
ensuite comme des cellules présentatrices d'antigène en exprimant leur CMH de classe 
II, que le système reconnaît comme du non-soi pour des raisons inconnues. 
L'explication que les chercheurs ont trouvé pour ce tour de force du système 
immunitaire serait la présence chez les sujets atteints des allèles HLA DR! et DR4 dans 
60 % des cas ainsi que la présence d'une mutation sur le gène PTPN22 qui code pour 
une tyrosine phosphatase (Begovich et al., 2004). Lorsque la maladie est en poussée, 
elle se traduit par une augmentation de la protéine C réactive et des facteurs 
rhumatoïdes. Elle peut aussi s'accompagner d'une hyperleucocytose à prédominance de 
polynucléaires neutrophiles (Majithia et Geraci, 2007). Des tests sanguins doivent être 
effectués en plus de radiographies pour confirmer le diagnostic. Une fois l'inflammation 
installée, la membrane synoviale s'épaissit,. le cartilage et l'os sous-chondral se 
désintègrent et les atteintes articulaires sont de plus en plus dommageables si elles ne 
sont pas traitées. 
4.3.3 Les traitements actuels 
4.3.3.10stéoarthrose 
Il est important de bien diagnostiqueriles différentes formes d'arthrite parce qu'il 
existe divers moyens de les maîtriser. Aussi, la plupart des traitements offrent une 
efficacité maximale lorsqu'ils sont institués au début de la maladie. Bien qu'à l'heure 
actuelle, aucun traitement ne permette de guérir l'arthrose, la pharmacologie peut aider 
beaucoup à atténuer la douleur et la raideur articulaire ainsi que faciliter les 
mouvements quotidiens. Les différents traitements pharmacologiques proposés varient 
entre les analgésiques, les AINS et les corticostéroïdes. Toutefois, bien plus s'offre aux 
patients; l'exercice, l'éducation des patients, les cannabinoïdes et la procédure de 
remplacement chirurgicale sont aussi abordés par plusieurs spécialistes (Creamer, 2000; 
Dray et Read, 2007). Tout d'abord, les AINS aident à soulager la douleur, l'oedème et 
les raideurs articulaires en bloquant la production de prostaglandines, mais ne 
contribuent pas à prévenir les dommages articulaires. Les AINS de type inhibiteur 
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spécifique de COX-2 (Célécoxib) ont le même effet thérapeutique, sans la toxicité 
gastrique rencontrée avec les AINS classiques non spécifiques (ibuprophen, acide 
acétylsalicylique). Les analgésiques sont prescrits dans le but de soulager la douleur. La 
première ligne de traitement est en fait l'acétaminophène à dose quotidienne. Pour la 
douleur plus intense non maîtrisée par l'acétaminophène seule, on y ajoute souvent de la 
codéine dans une formulation commune. Les opioïdes (morphine et dérivés) sont aussi 
de plus en plus acceptés dans le traitement de la douleur chronique. Ils sont toutefois 
extrêmement contrôlés et prescrits à faibles doses à cause de leurs effets secondaires 
sérieux engendrés par l'activation des récepteurs J.l opioïdes au niveau périphérique et 
central. Les corticostéroïdes. forment la classe pharmacologique la plus ancienne pour 
traiter l'arthrite. La cortisone est un stéroïde qui soulage l'inflammation et réduit 
l'oedème. Il s'agit d'une hormone naturelle de l'organisme qui bloque la production en 
aval de l'acide arachidonique en inhibant la PLA2. L'injection locale de corticostéroïdes 
peut soulager immédiatement une articulation douloureuse, oedémateuse et enflammée. 
Cependant, cette forme de traitement ne peut être utilisée que rarement parce qu'elle 
peut entraîner une déminéralisation osseuse et affaiblir l'os. Un autre traitement intra-
articulaire inclut la viscosuppléance, ou l'injection d'acide hyaluronique, un gel 
transparent rétablissant le mouvement sans friction dans l'articulation (Pelletier et 
Martel-Pelletier, 1993). En outre, l'expression constitutive des récepteurs cannabinoïdes 
CB 1 et CB2 fut mesurée sur des chondrocytes (Mbvundula et al., 2006). Il existe donc 
un rôle potentiel des inhibiteurs des récepteurs cannabinoïdes sur la douleur dans l'OA 
. (Dray et Read, 2007). De plus, simplement ne pas utiliser une articulation douloureuse 
peut entraîner un affaiblissement des muscles qui l'entourent et être en soi une source de 
douleur; l'articulation fini par perdre sa souplesse et sa mobilité. De ce fait, l'exercice 
aide à atténuer les symptômes de l'arthrose, améliore le bien-être général et réduit le 
stress sur les articulations suite à la perte de poids. Enfm, l'intervention chirurgicale 
peut être d'une grande valeur dans le traitement de l'ostéoarthrose, spécialement au 
niveau des hanches et des genoux (Creamer, 2000). La technique consiste en un 
remplacement total de l'articulation par des prothèses articulaires en matériaux 
biomécaniques, soulageant la' douleur et rétablissant la capacité de mouvement. Une 
étude a montré que 85,2 % des patients sont satisfaits des résultats en regard de la 
douleur et des fonctions physiques améliorées entre 2 à 7 ans suivant la chirurgie 
(Hawker et al., 1998). Cette opération arrive en dernière option et est retardée jusqu'à ce 
qu'elle devienne absolument nécessaire puisque les prothèses doivent être remplacées 
toutes les 15 à 20 ans. Néanmoins, le symptôme (la douleur) de l'arthrose est bien traité, 
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mais la maladie n'est pas guérie; les autres articulations ne bénéficiant pas de prothèses 
continuent de se détériorer. 
4.3.3.1 Polyarthrite rhumatoïde 
Dans le cas de l'arthrite rhumatoïde, tous les traitements mentionnés ci-haut 
pour l'ostéoarthrose s'appliquent aussi. Cependant, quelques-uns s'ajoutent pour 
contrôler le côté inflammatoire et il!lmunitaire de la maladie. Sans guérir complètement 
les patients, les traitements peuvent contribuer à un contrôle satisfaisant de la maladie et 
ne jamais mener à des déformations s'ils sont commencés assez tôt. Les thérapies 
impliquant les modificateurs de la réponse biologique bloquent le processus 
inflammatoire à la source et incluent les anti-TNF (Étanercept, Infliximab), les anti-IL-l 
(Anakinra) et les anti-Iymphocytes B (Rituxan). Ils atténuent rapidement 
l'inflammation dans les cas modérés à grave, lorsque les autres traitements n'ont pas 
donné les résultats attendus, en inhibant les cytokines inflammatoires et leurs effets 
néfastes. Dans les cas sévères, ils sont aussi coadministrés avec des agents anti-
rhumatismaux à action lente (ARAL) ayant pour rôle de ralentir l'évolution de la 
maladie. Les ARAL ne réduisent les symptômes comme la douleur et la raideur 
articulaire qu'en diminuant, à long terme, le processus inflammatoire à l'origine de la 
PAR. Le plus communément employé est le Méthotrexate, un agent 
immunosuppresseur qui inhibe les composantes du système immunitaire, et non du 
système inflammatoire. Les ARAL constituent le traitement le plus efficace à ce jour 
pour combattre la PAR, même s'ils prennent quelques semaines avant d'être efficaces. 
Ils semblent aussi ralentir les effets de la maladie sur les articulations, ce qui les classe 
parmi les «médicaments à modification thérapeutique de la maladie». Toutefois, la 
guérison complète est impossible. 
4.4 L'inflammation dans Ostéoarthrose via le récepteur BI 
À la suite de ce survol de la pathologie de l'arthrite, impliquant douleur et 
inflammation, il est tentant de faire un lien avec le récepteur Bides kinines décrit dans 
la première partie de ce mémoire. Nous avons analysé en détaille rôle du récepteur BI 
dans la douleur et l'inflammation chez divers modèles, mais peu d'études s'appliquent à 
l'OA humaine. Pour commencer, Bathon et al, en 1992, ont montré l'augmentation de la 
liaison des agonistes des récepteurs des kinines (BIÇ) sur des synoviocytes humains en 
culture après la stimulation avec l'IL-l (Bathon et al., 1992). La même année, Bhoola et 
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al ont suggéré un rôle clé des kinines dans l'arthrite inflammatoire via l'infiltration 
leucocytaire dans la cavité articulaire (Bhoola et al., 1992). La confirmation de la 
présence de récepteurs Blet B2 des kinines sur des synoviocytes humains par des tests 
de.liaison à l'aide d'agonistes et d'antagonistes compétitifs fut obtenue par un groupe de 
New York (Uhl et al., 1992). Ensuite, la présence de kallicréine plasmatique dans le 
liquide synovial de patients souffrant d'arthrite démontre l'importance du système des 
kinines dans les articulations enflammées (Rahman et al., 1995). Indirectement, le rôle 
considérable des cytokines dans l'arthrite soutient l'hypothèse du rôle du récepteur BI 
dans la maladie, puisque les cytokines inflammatoires augmentent l'expression de ce 
récepteur dans plusieurs modèles. Par contre, personne n'a réussi à localiser clairement 
le récepteur BI dans les membranes synoviales humaines. Certes, la réponse 
fonctionnelle aux agonistes et antagonistes, les radio1igands, les tests de liaison et le 
RT-PCR ont permis de façon indirecte de déterminer la présence du récepteur BI. 
Cependant, aucune technique citée dans la littérature n'a permis de visualiser la protéine 
même, soit sous forme de Western Blot ou d'immunohistochimie, dans des membranes 
synoviales humaines atteintes d'arthrite. Un groupe a tenté d'y arriver en 1996 et n'a 
réussi qu'à immunolocaliser le récepteur B2 (Cassim et al., 1996). Dans leur discussion, 
il est question de biais des patients puisqu'ils sont tous en état d'arthrite rhumatoïde 
chronique, mais nous savons aujourd'hui que le récepteur BI n'est pas exprimé 
uniquement au stade aigu de l'inflammation. De plus, l'anticorps utilisé n'est peut-être 
pas assez spécifique, ou encore le récepteur Bine serait pas exprimé en assez grande 
densité pour être détecté. Ce raisonnement doit s'appliquer dans le cas où l'on travaille 
avec des anticorps; si tous les contrôles effectués sont négatifs, nous ne pouvons en 
tirer aucune conclusion. Enfin, nous avons déjà discuté des études cliniques effectuées 
en ciblant le récepteur BI (sections 3.2.2.2 et 3.3.2). Aucune étude ne vise encore 
l'arthrose. Cependant, tout laisse croire qu'une molécule efficace pourrait bien aider les 
patients souffrant d'arthrite. Qu'entendons-nous par molécule efficace? Un antagoniste 
bien absorbé, distribué et toléré par l'organisme, mais surtout avec une excellente 
spécificité et une grande affinité pour le récepteur BI. Pour ce faire, la preuve de 
concept démontrant sans faute la présence de la cible au site d'inflammation doit être 
démontrée. Par la suite, la molécule doit démontrer un effet thérapeutique plus grand 
que le placebo. L'ère n'est pas au développement d'antagonistes BI pour l'arthrose, 
mais pourrait bien le devenir. 
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5.0 Hypothèse et Objectifs 
L' ostéoarthrose est une maladie dégénérative avec une composante de douleur et 
d'inflammation très importante. Les traitements offerts ne sont pas complètement 
satisfaisants puisqu'ils ne traitent que les symptômes, trop souvent incontrôlables même 
avec la médication. La douleur est atténuée avec des analgésiques et l'inflammation par 
des anti-inflammatoires. Une polythérapie est de plus en plus considérée pour soulager 
le mieux possible le patient. Il existe donc ce que nous appelons un « besoin médical 
non traité» pour l'OA. À cet égard, le récepteur Bides kinines est une cible potentielle 
dans le traitement de l'ostéoarthrose ; il est impliqué dans la douleur et l'inflammation 
chronique. 
Le but de nos travaux est de vérifier 1 'hypothèse selon laquelle le récepteur BI 
des kinines est exprimé dans les membranes synoviales de patient souffrant d'OA. La 
majorité des informations discutées dans la littérature sur le récepteur BI dans 
l' ostéoarthrose reposent sur des modèles animaux ou cellulaires ; très peu de données 
chez l'humain OA ont été rapportées. À la suite de l'accès aux dossiers médicaux, nous 
pourrons comparer les résultats selon les traitements pharmacologiques de chaque 
patient. Puisque le récepteur BI est reconnu pour être induit par les cytokines pro-
inflammatoires dans d'autres modèles, nous évaluerons aussi l'effet de certaines 
cytokines sur l'expression du récepteur BI dans des membranes synoviales incubées ex 
vivo (explants). Pour ce faire, nous stimulerons les tissus humains OA avec 
l'interleukine-l~, le TNFa., l'interleukine-8, le EGF et la cycloheximide, tous reconnus 
dans la littérature pour induire le récepteur BI. Enfin, nous évaluerons la production de 
facteurs biologiques (cytokines, prostaglandines et métalloprotéases) à la suite de la 
stimulation ex vivo d'une autre série d'explants de membrane synoviale avec des 
agonistes et des antagonistes du récepteur BI. De ce fait, l'expression biologique 
fonctionnelle du récepteur BIsera modulée à l'aide de l' agoniste spécifique BI 
desArg10-KD et de l'antagoniste spécifique BI desArglO-HOE (dHOE). Les différentes 
cytokines produites dans les milieux de stimulation seront quantifiées par une méthode 
de matrice d'anticorps, les PGs sécrétées seront mesurées par un essai de type ELISA 
alors que l'activité des MMPs sera évaluée par essai de zymographie. 
Nous postulons que le récepteur BI est exprimé dans les membranes synoviales 
humaines ostéoarthritiques, et que cette expression est augmentée par la stimulation 
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avec les cytokines pro-inflammatoires et autres agents inducteurs dans notre modèle 
humain. Aussi, l'expression du récepteur BI devrait être modifiée selon les traitements 
pharmacologiques des patients. Selon nos hypothèses de départ, la stimulation avec 
l'agoniste spécifique du récepteur BI entraînera la production des cytokines principales 
de l'inflammation, ainsi que des prostaglandines et des métalloprotéases. L'antagoniste 
spécifique BI bloquera cette réponse. 
Les protocoles expérimentaux utilisés dans ce mémoire ont été approuvés par les 
comités d'éthique de la recherche de l'Hôpital Hôtel-Dieu du CHUM et de l'Hôpital du 




Afm de vérifier nos hypothèses de départ, nous avons eu accès à des tissus 
synoviaux humains pour exécuter les expérimentations nécessaires. Ces tissus ont été 
utilisés de trois façons différentes. Premièrement, nous avons utilisé des morceaux de 
tissus de membranes synoviales fraîches ou fraîchement congelées pour effectuer des 
études histologiques, l'amplification en chaîne (PCR) ainsi que la détection de 
protéines. Par la suite, des portions de tissus d'environ 500 mg isolées des membranes 
synoviales, appelés explants, ont été incubées en présence d'agoniste BI seul ou 
combiné avec un antagoniste BI dans le but d'évaluer l'effet biologique sur la sécrétion 
de cytokines, de MMP-2, de PGE2 et sur l'expression de diverses protéines. Enfin, 
d'autres explants ont été incubés en présence de cytokines pro-inflammatoires et autres 
inducteurs du récepteur BI pour quantifier sa régulation à la hausse par PCR quantitatif. 
6.1 Origine des tissus à l'étude 
Nos études ont porté principalement sur les membranes synoviales humaines 
obtenues lors de chirurgie de remplacement articulaire total de genou chez des patients 
souffrant d'ostéoarthrose (tissus frais n 18, explants n 26) et de polyarthrite 
rhumatoïde (n = 8). Les prélèvements ont été effectués par le Dr Nicholas Newman, 
chef du service d'orthopédie du CHUM, ainsi que par le Dr Julio C. Fernandes, 
chirurgien orthopédiste au Centre de recherche de l 'Hôpital du Sacré-Cœur de Montréal, 
par l'entremise du laboratoire de Dr Benderdour. Les tissus nous parvenaient sur glace 
la journée même de l'opération suivant le consentement éclairé du patient (ci-joint à 
l'annexe II) selon le protocole accepté par le comité d'éthique de recherche sur les êtres 
humains du CHUM Hôtel-Dieu en 2003 et renouvelé en 2006 et celui de l'Hôpital du 
Sacré-Cœur (ci-joint à l'Annexe III). 
6.1.1 Consultation des dossiers médicaux des patients de l'étude 
L'induction du récepteur BI est modifiée par la présence de cytokines 
inflammatoires. De ce fait, des variations peuvent être engendrées par les traitements 
médicaux respectifs de chacun des patients ayant subi le remplacement articulaire total. 
Ces traitements pharmacologiques doivent être pris en considération dans nos résultats. 
Pour ce faire, l'accès aux dossiers médicaux nous a été permis par les comités d'éthique 
de recherche ainsi que la Direction des Services Professionnels du CHUM Hôtel-Dieu. 
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Les différentes prescriptions ont été notées et les patients ont été classés en quatre 
groupes selon la ou les classes de médicament administrée(s) avant la chirurgie: 1) 
aucune prescription ou Acétaminophène uniquement, 2) anti-inflammatoires de tous 
types, 3). analgésiques de type opioïde ou 4) anti-inflammatoire et analgésique. Dans 
l'analyse des dossiers, nous n'avons pas tenu compte de l'administration du cocktail 
anesthésique lors de l'anesthésie puisqu'il contient sensiblement toujours les mêmes 
produits (analgésiques morphiniques, anticoagulants et antibiotiques, etc.). De plus, la 
morphine et les antiémétiques sont toujours administrés en postchirurgie, ce qui nous 
intéressait moins puisque les tissus sont déjà extraits du genou du patient à ce moment. 
Il est aussi important de noter que la prise d'AINS spécifique de la COX-2 (Célébrex, 
Mobicox) et le Méthotrexate est toujours arrêtée avant la chirurgie pour éviter les 
complications. Enfin, les seules notes aux dossiers concernant l'évaluation de l'intensité 
de la douleur par l'échelle visuelle analogique (EVA; 1 à 10) ont été prises par les 
physiothérapeutes et ce, lors de la réadaptation du patient. Il n'y a donc pas de données 
sur l'ordre de douleur ressentie par le patient avant la chirurgie. 
6.1.2 Préparation des membranes synoviales fraîches 
Immédiatement après la réception, les tissus obtenus de la salle de chirurgie ont 
été lavés et conservés dans un tampon phosphate salin (PBS) à 4°C jusqu'à la fin des 
expériences effectuées avec des instruments stériles. La membrane synoviale plutôt 
filamenteuse a été isolée du reste des tissus mous (graisse, ligaments, cartilage, fibres de 
collagène) et conservée à -80°C jusqu'à l'utilisation des tissus fraîchement congelés. 
Des explants de membranes synoviales d'environ 500 mg ont été récoltés pour les 
stimulations, mais ils n'ont été pesés qu'après la stimulation en épongeant le tissu sur un 
papier (poids mouillé) de façon à ne pas surestimer le poids par la présence de 
surnageant. Ces tissus fraîchement congelés ont servi à l'analyse de l'expression de 
l'ARN et de la protéine du récepteur BI ainsi qu'aux études histologiques. Les tissus de 
cartilage et un échantillon d'os ont aussi été récoltés et conservés à -80°C pour des 
expériences futures. De plus, le jour même de la chirurgie, quelques morceaux de tissus 
de membranes synoviales ont été fixés dans la paraformaldéhyde 4% durant 24 heures 
pour ensuite être inclus dans des blocs de paraffine pour des études histologiques. 
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6.1.3 Stimulation des explants 
6.1.3.1 Avec un agoniste B1 seul ou combiné avec un 
antagoniste B1 
Certaines études ont eu pour but d'examiner la réponse biologique des 
membranes synoviales stimulées avec un agoniste ou un antagoniste du récepteur BI. 
Pour ce faire, les explants de membranes synoviales ont été incubés dans un milieu de 
culture de 2 ml de Dulbecco 's modified Eagle 's medium (DMEM, Gibco) , 1 % 
pénicilline/streptavidine (Invitrogen) et 0,2% FBS (Gibco), le tout placé dans des 
plaques stériles de 12 puits (Coming) dans un incubateur à 37°C avec 95% d'02. Dans 
le but d'augmenter l'expression endogène du récepteur BI, un premier groupe 
d'explants a été pré-incubé durant 16 heures en présence d'IL-lp (5 ng/ml, Chemicon) 
(voir figure 8, protocole A): Un deuxième groupe d'explants a été pré-incubé en 
l'absence d'IL-IP (véhicule), pour un rinçage dans le milieu avec le véhicule (voir 
figure 8, .protocole B). Par la suite, les tissus ont été lavés trois fois au DMEM afin 
d'éliminer tous résidus ou produits de sécrétion. Ensuite, les tissus des deux groupes 
d'explants ont été stimulés durant 24 heures (37°C; 95% O2) avec l'agoniste BI [Saro-
D-Phe8, Des-Arg9]-bradykinin (SDPDAK; 100 nM, Phoenix Pharmaceuticals) seul ou 
combiné avec l'antagoniste BI desArglO-HOE 140 [H-D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-
Ser-D-Tic-Oic-OH] (dHOE, 10 !lM, Anaspec, appliqué en premier), ou encore avec le 
véhicule seul (PBS) comme témoin. À la fin des 24 heures de stimulation, le poids 
mouillé a été mesuré après avoir épongé les tissus et ceux-ci ont été congelés avec les 
aliquots (2 x 1mL) du milieu d'incubation (surnageant) à -80°C jusqu'à utilisation pour 
analyses. Par la suite, les différentes réponses biologiques de ces explants ont été 
analysées (section 6.4). 
6.1.3.2 Avec des cytokines pro-inflammatoires et des agents 
inducteurs 
Également, nous voulions tester dans notre modèle des inducteurs du récepteur 
BI reconnus dans d'autres systèmes. Pour ce faire, des explants de membranes 
synoviales ont été incubés dans un milieu de culture de 2 ml de DMEM (Gibco), 1% 
pénicilline/streptavidine (invitrogen) et 0,2% FBS (Gibco), le tout placé dans des 
plaques stériles de 12 puits (Coming) dans un incubateur à 37°C avec 95% O2. Tous les 
tissus ont été pré-incubés en absence d'IL-1p (véhicule) durant 16 heures pour 
permettre un rinçage des tissus préalablement aux stimulations de 24 heures. Les 
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explants ont été lavés trois fois au DMEM avant d'être incubés avec différentes 
cytokines pro-inflammatoires ou agents inducteurs pendant 24 heures dans le but 
d'induire l'expression du récepteur BI. Les différents groupes de stimulation allaient 
comme suit (voir figure 8, protocole C) : 
1) Témoin véhicule, 
2) TNFa (100 ng/ml, Calbiochem), 
3) IL-l~ (5 ng/ml; Chemicon), 
4) IL-l~ (5 ng/ml, Chemicon) et dexaméthasone (lOO/lM, Sigma), 
5) IL-8 (10 ng/ml, Calbiochem), 
6) EGF (100 ng/ml, Calbiochem), 
7) FBS 10% (Gibco) 
8) Cycloheximide pulsée les trois premières heures suivi de son véhicule (71 /lM, 
Sigma). 
À la fin des 24 heures de stimulation, les explants ont été pesés (poids mouillé 
épongé) et congelés avec les aliquots (2xlml) de milie~x d'incubation (surnageant) à -
80°C jusqu'à utilisation pour analyses. Par la suite, la quantification de l'expression 
relative de l'ARN du récepteur BI a été effectuée sur ces tissus d'expIant congelés 
(section 6.3). 
A) Explants pré-incubés avec IL-I~ puis stimulés avec l'agoniste 
BI seul ou combiné avec l'antagoniste BI 
Pré-Incubation 16 Stimulations 24 h 
IL-lB Véhicule (PBSl 
IL-l~ SDPDAK 
IL-16 SDPDAK + dHOE 
B) Explants pré-incubés avec le véhicule puis stimulés avec l'agoniste BI 
seul ou combiné avec l'antagoniste BI 
Véhicule Véhicule (PBSl 
Véhjcule SDPDAK 
Véhicule SDPDAK + dHOE 
C) Explants pré-incubés avec le véhicule puis stimulés avec des cytokines 
et d'autres inducteurs 
Pré-Incubation 16 Stimulation 24 h 




Véhicule TT,-l~ + DSP 
Véhicule JI ,-8 
Véhicule EGE 
Véhicule ERS 10% 
Véhjcule Cycloheximide (pulsée 3 hl 
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Figure 8 Protocoles d'incubation des trois séries d'explants et les produits utilisés. A) Pré-
incubation avec IL-I ~ suivie d'une incubation avec l'agoniste BI (SDPDAK; 100nM) seul ou 
combiné avec l'antagoniste BI (dHOE; 10 J.1M). B) Pré-incubation de rinçage avec le véhicule 
suivie d'une incubation avec agoniste BI (SDPDAK; 100 nM) seul ou combiné avec 
l'antagoniste BI (dHOE; 10 J.1M). C) Pré-incubation de rinçage sans IL-I~ (véhicule) suivie d'une 
incubation avec cytokines (TNFa; 100 ng/ml, IL-I~; 5 ng/ml ± DSP; 100 J.1M, IL-8; 10 ng/ml) 
et autres inducteurs (EGF ; 100 ng/ml, FBS ; 10%, CXM 71 J.1M pulsée les trois premières heures 
seulement). 
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6.2 Évaluation histologique du niveau d'inflammation synovial 
6.2.1 Coupes histologiques et coloration 
Des études histologiques ont été effectuées dans le but d'évaluer le nIveau 
d'inflammation des tissus étudiés. Pour ce faire, des coupes de 5 Ilm ont été obtenues à 
partir des tissus de membranes synoviales fraîches fixées à la paraformaldéhyde 4% et 
incorporées dans des blocs de paraffine. Ensuite, les coupes de tissus ont été colorées à 
1 , Hématoxiline et Éosine (H&E). Cette technique consiste à déparaffiner les sections de 
tissus et à les réhydrater progressivement pour ensuite les plonger dans la solution 
Hématoxyline Harris (Sigma) dans le but de marquer tous les noyaux cellulaires en 
bleu. Après la différenciation dans l'alcool acide, une contre-coloration à l'Éosine Y 
(Sigma) a marqué les cytoplasmes en rose. 
6.2.2 Score inflammatoire histologique 
Comme nous l'avons déjà décrit, l'inflammation joue un rôle important dans 
l'expression fonctionnelle du récepteur BI. Dans cette optique, nous avons quantifié le 
score inflammatoire de chaque patient pour étudier un lien subséquent avec l'expression 
de 1'ARN du récepteur BI. Pour ce faire, les coupes de tissus (5 Ilm d'épaisseur) 
colorées à l'aide de la technique H & E ont été examinées au microscope à un 
grossissement de 200X à 400X. Pour chaque patient, le niveau d'inflammation synovial 
a été évalué histologiquement d'après un score d'inflammation selon des critères 
élaborés par le groupe du Dr Pelletier (Pelletier et al., 1985). Ce score inflammatoire est 
composé de quatre critères déterminants décrits dans le tableau II. 
T bl II C ' è dé a eau nt res '0 termmants e score m ammatOire compOSite, 
Critères Scores 
Score de A 
Hyperplasie des cellules synoviales 1 à 3 
dommages (nombre de couches cellulaires) 
tissulaires B Hyperplasie des villosités là4 
(nombre et profondeur des digitations) 
C Infiltration de cellules mononucléaires 1 à 5 
Score (quantité de cellules infiltrées) 
d'infIltration Infiltration de cellules 
leucocytaire 0 polymorphonucléaires lou2 
(présence ou absence de PMN) 
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Selon le tableau II, les critères d'hyperplasie des cellules synoviales (A) et de 
villosités (B) représentent ensemble le score de dommages tissulaires (A+B). Pour ces 
deux critères, le score constitue la mise en commun de cinq régions différentes 
sélectionnées de façon aléatoire sur trois différentes sections de tissus observées à 
200X. Toujours selon le tableau II, les critères d'infiltration des cellules mononucléaires 
(C) et de polymorphonucléaires (PMN) (D) représentent ensemble le score 
d'infiltration leucocytaire (C+D). Pour ces derniers critères, le score constitue l'addition 
de 17 régions différentes aléatoires sur la même section de tissu observée à 400X. Le 
score inflammatoire composite est acquis en additionnant les scores propres à chacun 
des quatre critères; il reflète un indice d'inflammation globale du tissu. Le score 
inflammatoire est comparatif entre les patients; plus il est élevé, plus le patient présente 
une inflammation marquée. 
6.3 Expression de l'ARN du récepteur BI dans les membranes synoviales 
Pour comparer l'expression relative de l'ARN du récepteur BI, des membranes 
synoviales fraîchement congelées ainsi que les explants stimulés avec les agents 
inducteurs ont été utilisés. Différentes corrélations ont aussi été effectuées. 
'6.3.1 Extraction de l'ARN total des tissus 
Dans le but d'analyser le contenu en ARNm du récepteur BI des membranes 
synoviales humaines ainsi que des explants de celles-ci, des fragments d'environ 150-
250 mg ayant été conservés à -80°C ont été pulvérisés en poudre dans l'azote liquide. Le 
Trizol (10 X poids (g); Invitrogen), une solution de phénol et de guanidine 
isothiocyanate, a été utilisé pour homogénéiser la poudre de tissu avec un 
homogénéisateur (Polytron ©). L'ajout de chloroforme (rapport Chloroforme / Trizol de 
0,2) suivi d'une centrifugation (Sorvall Fresco) à haute vitesse a permis de récupérer 
une phase aqueuse contenant l'ARN. À celle-ci fut ajouté un tampon de lyse (Lysis 
binding buffer; Invitrogen) et le tout fut filtré sur colonne de purification selon le 
protocole du kit «High pure RNA isolation kit» (Roche Diagnostics) contenant un 
traitement à la DNase 1 et une série de lavages à l'alcool. L'ARN total a été élué des 
colonnes dans un volume final de 40 Jll d'eau. La concentration d'ARN de chacun des 
échantillons fut déterminée par la lecture de densité optique à une longueur d'onde de 
260nm. L'intégrité de l'ARN (deux bandes 18S et 28S) a été vérifiée en faisant migrer 1 
Jll sur gel d'agarose 1 % dans du MOPS IX durant 1 h à 100 volts. 
-------------------
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6.3.2 Transcription inverse de l'ARN (RT -peR) 
Avant de passer à l'amplification en chaîne, l'ARN doit être transcrit en ADN 
complémentaire (ADNc). La transcription de l'ARN total des tissus en ADNc a été 
effectuée dans un thermocycleur (PTC-200, MJ Research) selon un cycle de 30 minutes 
à 55°C (RT-PCR), en présence des composants suivants: les oligonucléotides (AppIied 
Biosystems), les dNTPs (Roche Diagnostics), l'inhibiteur d'ARNase (Applied 
Biosystems) et l'enzyme Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics). Les 
concentrations d'ARN différentes ont été ajustées pour obtenir une quantité totale de 0,5 
ou 1 J..lg d'ARN final pour la réaction d'amplification en chaîne. 
6.3.3 Amplification en temps réel quantitatif (Real Time qPCR) 
L'amplification en chaîne d'un gène par la méthode de PCR en temps réel 
permet de quantifier l'expression de ce gène dans les cellules étudiées. De ce fait, nous 
voulions quantifier les niveaux d'expression du récepteur BI dans les membranes 
synoviales humaines. L'ADNc obtenu précédemment du RT-PCR a été amplifié à l'aide 
de la technique de PCR en temps réel sous l'action d'une enzyme polymérase (Faststart 
SYBR Green; Roche Diagnostics). La technique requiert l'utilisation d'une paire 
d'amorces spécifiques (0,7 mM), composée d'environ 20 nucléotides complémentaires 
à une séquence définie des brins d'ADNe (2 J..ll) qui est amplifiée en présence de 2 mM 
de MgCh et de 2 J..ll de l'enzyme polymérase. Pour ce faire, le thermocycleur à lecture 
de fluorescence en temps réel (Lightcycler 4.0, Roche Diagnostics) débute avec une 
activation initiale de 10 minutes à 95°C, puis crée une série de 47 cycles dont chacun est 
composé de trois étapes déterminantes: l'ADNe subit d'abord une dénaturation à 95°C 
durant 15 secondes, une hybridation avec les amorces à 60°C (pour GAPDH) ou 62°C 
(pour BI) durant 5 secondes, suivi d'une élongation de l'amplicon par la polymérase à 
noc durant 20 secondes. La mesure de fluorescence créée par un intercalant des acides 
nucléiques (SYBR Green) est obtenue durant la phase d'élongation. Suite à 
l'amplification, l'analyse de température de fusion des amplicons (de 65°C à 98°, 
O,loC/seconde) avec une acquisition continue de la fluorescence a permis d'obtenir une 
courbe de spécificité. Les séquences d'amorces utilisées pour l'amplification BI et 
GAPDH sont les suivantes: 
Amorce sens GAPDH : TGA ACC ATG AGA AGT ATG ACA ACA 
Amorce antisens GAPDH : TCT TCT GGG TGG CAG TG 
Amorce sens BI: CGT TCG ATC CAT CCA AGC 
Amorce antisens BI :GCC AGG ATG TGG TAG TTG A 
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Un capillaire sans ADNc et un autre sans enzyme RT ont été ajoutés comme 
contrôle négatif (GAPDH (-) ou BI (-)), GAPDH étant le contrôle positif de la 
technique. De l'ADNc total de trachée humaine (BD BioScience) exprimant le récepteur 
BI et GAPDH a été utilisé à chaque réaction comme calibrateur pour normaliser les 
ratios de fluorescence. Des capillaires en duplicata de chaque échantillon ont été inclus 
pour effectuer des moyennes. Tous les paramètres dont les courbes de fluorescence, les 
points de croisement (crossing point ; Cp), les courbes de fusion (Tm) et les ratios 
normalisés ont été analysés avec le programme Light Cycler Software 4.0 (Roche). La 
quantification relative est basée sur les déviations des points de croisements (Cp) ; le 
numéro du cycle d'amplification auquel le signal fluorescent est plus élevé que le bruit 
de fond. Pour chacun des échantillons, les ratios normalisés sont calculés avec les Cp du 
gène à l'étude (ici BI) par rapport à celui du gène de référence (GAPDH) et corrigés par 
ceux du calibrateur. Les résultats exprimés en ratios normalisés correspondent à l'indice 
d'expression relative de l' ARN du récepteur BI, selon l'équation suivante: 
. Co B1R (' h '11 ) Raho ec anh ons 
Ratio normalisé = Cp GAPDH 
Ratio Co B1R (calibrateur) 
CoGAPDH 
(Équation 1) 
La quantification est aussi basée sur l'efficacité de la réaction (E) qui est ajustée 
à 2 automatiquement par le programme Light Cycler lorsque les amplicons ne sont pas 
comparés à une courbe standard. Les ratios normalisés sont alors obtenus en utilisant un 
modèle mathématique suivant l'équation ci-dessous (Équation 2) pour déterminer la 
quantification relative des gènes cibles. Une analyse statistique des ratios normalisés 
obtenus fut effectuée par une ANOV A et un tests de t appariés avec un intervalle de 
confiance de 95%. Chaque réplicat a été migré sur gel d'agarose 2% dans du TAE IX 
pour confirmer la spécificité de l'amplification. 
E CP calibrateur - Cp échantillon BIR (Équation 2, où E = 2) 
Ratio normalisé = X 
E CP échantillon - Cp calibrateur GAPDH 
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6.4 Réponse biologique fonctionnelle des membranes synoviales incubées 
À la suite de la stimulation des explants de membranes synoviales par un 
agoniste BI seul ou combiné à un antagoniste BI, diverses réponses biologiques sont 
attendues. De ce fait, plusieurs facteurs biologiques peuvent être relâchés dans les 
milieux d'incubation. Dans le but d'analyser ces réponses fonctionnelles, nous avons 
examiné la sécrétion de cytokines, de prostaglandines et de métalloprotéases dans les 
milieux d'explants. 
6.4.1 Quantification de 23 cytokines dans les milieux d'incubation 
Le lien entre les cytokines et l'induction du récepteur BI a déjà été établi. Pour 
analyser la réponse biologique soutenue du récepteur BI, nous avons mesuré différentes 
cytokines sécrétées par les explants dans les milieux d'incubation durant 24 heures de 
stimulations avec l'agoniste BI seul ou combiné avec l'antagoniste BI. Cette analyse a 
été effectuée par une technique de matrice d'anticorps selon le protocole du fabricant 
(Human Cytokine MacroArray l, RayBiotech®). Brièvement, les milieux d'incubation 
d'explants récoltés à la fin des stimulations ont été hybridés sur des matrices d'anticorps 
fournies avec le kit. Chaque matrice contient des anticorps spécifiques à 23 cytokines, 
en duplicata, encastrés à des points précis et représentés dans le tableau III. À la suite de 
l'exposition des matrices avec le milieud'in~ubation, les cytokines présentes dans les 
milieux d'incubation ont été captées par leurs anticorps .spécifiques encastrés dans les 
matrices d'anticorps. Par la suite, un cocktail d'anticorps fourni avec les matrices et 
reconnaissant les 23 mêmes cytokines a permis d'emprisonner les cytokines en 
sandwich. Les anticorps fournis par le fabricant étaient déjà couplés à la biotine. La 
détection s'est donc effectuée à l'aide du système d'amplification Biotine-Streptavidine 
couplé à l'enzyme peroxydase. La chirnilurninescence alors formée a été détectée par un 
appareil d'imagerie et d'analyse (Typhoon scanner 9410, Amersham). La quantification 
du signal des 23 cytokines a été réalisée par le programme ImageQuant (Amersham). 



































e f g h 
GCSF GM-CSF GRO GRO-a 
GCSF GM-CSF GRO GRO-a 
IL-6 IL-7 IL-8 IL-JO 
IL-6 IL-7 IL-8 IL- JO 
MCP-2 MCP-3 MIG RANTES 
MCP-2 MCP-3 MIG RANTES 
Blank Blank Blank Pos 
Blank Blank Blank Pos 
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Témoins et 23 cytokines: Pos: positif, Neg: négatif, G-CSF: Facteur stimulant de colonie de 
granulocyte, GM-CSF : Facteur stimulant de colonie de granulocyte-monocyte, GRO : Oncogène relié à 
la croissance, IL-l a à - J 5: Interleukine 1 a à 15, IFN-y: Interferon y, MCP-l à -3; Protéine 
chemoattractant de monocyte -J à -3, MIG : Monokine induite par !NF-y, RANTES : Regulated upon 
activation, normal T-cell expressed and secreted, TGF-p : Facteur de croissance transformant-p, TNF-a 
et -P : Facteur de nécrose tumorale, Blank : blanc 
6.4.2 Quantification des métabolites de PGE2 dans les milieux 
d'incubation 
Les prostaglandines sont reconnues pour être produites pendant la stimulation du 
récepteur BI. Pour mesurer cette réponse biologique, la sécrétion de PGE2 dans les 
milieux d'incubation par les explants de membranes synoviales stimulés avec l'agoniste 
BI seul ou combiné à l'antagoniste BI a été évaluée à l'aide d'un essai de type ELISA 
selon le protocole du fabricant (Prostaglandines E Metabolites ElA kit, Cayman®). 
Brièvement, une plaque de 96 puits recouverte d'anticorps monoclonaux reconnaissant 
un métabolite stable de PGE2 (l3,14-dihydro-15-keto PGE2) a été incubée avec les 
milieux de stimulations d'explants. Des anticorps secondaires ont été utilisés pour 
détecter les complexes formés et une méthode co lori métrique a permis de visualiser la 
présence relative des métabolites de PGE2. La lecture de l'absorbance des puits à une 
longueur d'onde de 405 nm (1 s en photométrie, Wallac) pour tous les échantillons a été 
comparée à une courbe standard fournie par le fabricant, et les échantillons ainsi 
quantifiés sont exprimés en picogramme/millilitre. 
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6.4.3 Quantification de l'activité des métalloprotéases dans les 
milieux d'incubation 
De la même façon que les cytokines et PGE2, les métalloprotéase (MMPs) font 
aUSSI partie d'une réponse biologique fonctionnelle pertinente dans l'activation du 
récepteur BI. En effet, le lien entre les niveaux de cytokines et ceux des MMPs dans 
l'OA a déjà été établi (Hulejova et al., 2007). De plus, les MMPs sont reconnues pour la 
dégradation de la matrice cartilagineuse dans l'OA (Kanyama et al., 2000). La 
bradykinine stimule la production de MMP-2 dans des cellules en culture. Pour étudier 
les MMPs dans les milieux d'incubation des explants de membranes synoviales, nous 
avons exploité la particularité des MMP-2 et MMP-9 qui présentent, en plus de 
l'activité métalloprotéase, une activité gélatinase. En ajoutant de la gélatine à nos gels 
de migration, il a été possible d'observer la digestion des gels à des endroits précis par 
bande correspondant au poids moléculaire des protéines migré (MMP-2; 72/62 KDa, et 
MMP-9; 92/90 KDa). Toutefois, le signal provenant de l'activité MMP-9 étant trop 
faible et erratique, nous nous sommes concentrés sur la quantification de MMP-2 
uniquement. Les protéines utilisées pour cet essai de zymographie ont été extraites et 
dosées de la même façon que décrite plus bas à la section 6.5.1 avec le tampon de lyse 
spécifique pour la zymographie et sans ~-mercaptoéthanol pour conserver l'activité 
gélatinase des MMPs. La migration de 25 Ilg de protéine sur un gel d'acrylamide de 
0,75 mm d'épaisseur (Tris 0,375 M, acrylamide 10%, SDS 1%, APS 0,1%) contenant 
0,5 mg/mL de gélatine a été effectuée dans la TetraCell de BioRad pendant 1 heure à 
130 Volt. Suivant la renaturation des protéines dans le Triton X-100 2,5%, les gels ont 
été incubés dans le tampon de zymographie (Tris-Base 500 mM, NaCI 2 M, CaCh 50 
mM, Brij 35 0,2%) durant 16 heures pour activer l'activité gélatinase et ainsi permettre 
aux MMPs de digérer la gélatine. Par la suite, la coloration des gels (Bleu de Comassie 
R250 0,4%, méthanol 40%, acide acétique 10%) suivie de leur décoloration (méthanol 
30%, acide acétique 10%) a permis de visualiser les bandes digérées plus ou moins 
pâles sur un fond bleu foncé. Ces bandes sont quantifiées relativement à leur clarté par 
rapport à la coloration bleue. Les photos des gels ont été prises avec un système de 
photographie Kodak (Kodak IDv3.6, Scientific Imaging System) et analysées avec le 
programme d'analyse densitométrique ImageJ. La phénanthroline, un chélateur d'ions 
divalents essentiels à l'activité des MMPs, a été utilisée comme contrôle négatif de la 
technique. 
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6.5 Expression protéique dans les membranes synoviales 
La stimulation du récepteur BI a pour effet d'enclencher une panoplie de voies 
de signalisation menant à la production, ou à la diminution, de diverses protéines. De 
plus, l'activation du récepteur Bimodule l'expression ou la phosphorylation de 
certaines protéines. Pour analyser d'une part le niveau d'expression de protéines 
spécifiques, et d'autre part le degré de phosphory lation des MAPKs, nous avons extrait 
les protéines totales des membranes synoviales et les avons fait migrer sur gel 
d'acrylamide pour les détecter avec des anticorps spécifiques. 
6.5.1 Extraction et dosage des protéines des tissus 
Dans le but d'extraire les protéines totales des tissus congelés, des fragments 
d'environ 100 mg ont été pulvérisés dans l'azote liquide et homogénéisés dans le 
tampon de lyse (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, EGTA 2 mM, Titron X-I00 1%, 
PMSF 0,5 mM, Leupeptine 10 ~g/mL, DTT 5 mM, NaF 4 mM, P-glycérophosphate 4 
mM, Na3V04 200 ~M, Benzamidine lOmM) avec un Ultrasonicateur (Sonic 
Dismembrator, Fisher) à raison de trois cycles de 20 secondes à 20% d'amplitude. Les 
protéines utilisées pour l'essai de zymographie ont été lysées dans un tampon spéficique 
pour cet essai (Tris-HCl 20 mM, Igepal 0,5%, NaCI 150 mM, Triton X-I00 1%, et 
inhibiteur de protéases). Après une incubation à 4°C et une centrifugation de 15 minutes 
à haute vitesse, la phase aqueuse récupérée contenant les protéines a été dosée à l'aide 
de la méthode Bradford à une longueur d'onde de 595 nm. La connaissance de la 
quantité de protéines migrée sur gel d'acrylamide est indispensable à la comparaison 
entre les échantillons. En général, 25 ~g de protéines dans le tampon d'échantillon (p-
mercaptoéthanol 10%, SDS 4%, Glycérol 20%, bleu de bromophénol 0,002%) a été 
porté à ébullition durant 5 minutes avant d'être migré sur gel d'acrylamide. 
6.5.2 Immunobuvardage de type Western 
Les extraits de protéines ont été migrés sur un gel d'acrylamide. (Tris 0,375 M, 
acry lamide 10%, SDS 1 %, APS 0,1 %) en condition dénaturante dans la TetraCell de 
BioRad pendant 1 heure à 130 Volt. Le transfert semi-sec sur membrane de 
nitrocellulose (Hybond-c; BioRad) s'est effectué à l'aide de l'appareil de transfert 
(Trans-Blot, BioRad) à 15 Volt pendant 1 heure. Le tampon TBST (Tris 10 mM, NaCI 
150 mM, Tween 20 0,1 %) contenant 5% de lait en poudre a été utilisé pour bloquer les 
sites de liaison non spécifiques sur les membranes de nitrocellulose avant l'incubation 
avec les anticorps ainsi que pour la dilution des anticorps en question (à moins 
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d'indications contraires). L'immunobuvardage des membranes par les anticorps 
primaires s'est effectué généralement durant 16 heures à 4°C. Les anticorps secondaires 
étaient couplés à m:te peroxydase (HRP) capable de cliver le substrat du ECL (Enhanced 
ChemiLuminescent, Amersham) qui devient alors chimiluminescent (à moins 
d'indications contraires). Cette luminescence a été captée sur film Kodak dans la 
chambre noire à l'aide du développeur (Kodak X-OMAT 1000A Processor). La densité 
des bandes obtenues a été analysée avec un lecteur densitométrique, Image J, qui évalue 
le taux relatif de marquage de chaque bande de protéine. 
6.5.3 Détection protéique du récepteur B1 humain 
6.5.3.1 Anticorps anti-B1 humain CA2559, M-19, AS 434 
La détection de la protéine du récepteur BI humain par immunobuvardage a été 
tentée avec différents anticorps provenant de diverses sources commerciales ou non. 
Dirigés contre différentes portions du récepteur BI, les anticorps CA2559 (Amgen), M-
19 (Santa Cruz, # sc-15048) et AS434 (gracieuseté de Dr Werner Müller-Ester!) ont été 
testés. Le CA2559 est un anticorps polyclonal de type IgG généré chez le lapin et dirigé 
contre une région de 23 acides .aminés en position C-terminale du récepteur BI humain 
(séquence peptidique TPKSLAPISSSHRKEIFQLFWRN). Cette région du récepteur BI 
humain ne présente que 4,3 % d'homologie avec le récepteur B2 humain et 26% 
d'homologie avec le récepteur BIde souris. La séquence du récepteur BIde rat se 
termine avant cette région. L'anticorps CA2559 étant un prototype de la compagnie 
Amgen, aucune donnée n'est encore publiée avec ce dernier. Le M-19 est un anticorps 
polyclonal purifié de type IgG généré chez la chèvre et dirigé contre un épitope de la 
queue cytosolique en position C-terminale du récepteur BI de souris (Hu et al., 2004), 
mais ayant un minimum de reconnaissance pour le récepteur humain. Le AS434 est 
aussi un anticorps polyclonal de type IgG généré du lapin et dirigé contre une région C-
terminale du récepteur BI humain (Blaukat et al., 1999; Bertram et al., 2007). Ils ont 
tous été utilisés à des dilutions allant de 1 : 100 à 1 : 10 000 pour une mise au point 
optimale. La détection de l'anticorps primaire se fait à l'aide de l'anticorps secondaire 
de chèvre anti-IgG de lapin ou l'anticorps secondaire de souris anti-IgG de chèvre à 1 : 
5000, qui sont conjugués à l'enzyme HRP (Jackson ImmunoResearch Lab). Pour une 
optimisation maximale, le ECL Plus (Amersham), beaucoup plus sensible à la 
chimioluminescence que le ECL régulier, a été employé avec toutes les conditions 
d'immunobuvardage. Le signal a été détecté sur film avec un système de photographie 
Kodak (Kodak IDv3.6, Scientific Imaging System) à différents temps d'exposition et 
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analysé avec le programme d'analyse densitométrique ImageJ. Les bandes devaient se 
retrouver à un PM de 38-40 KDa pour être considérées spécifiques au récepteur BI 
humain. 
6.5.3.2 Optimisation et validation des anticorps 
La détection de la protéine du récepteur Bis' est avérée difficile puisque les 
anticorps reconnaissaient plusieurs bandes non spécifiques. Dans le but de diminuer le 
signal non spécifique capté principalement par l'anticorps CA2559, ce dernier a subi 
une pré-incubation avec de la poudre de E. Coli (20 Ilg; Sigma) extraite d'acétone 
durant 16 heures dans un tampon (PBS IX, Triton X-IOO 0,3%, NGS 1%) à 4°C. Le 
surnageant de la centrifugation à haute vitesse a été utilisé comme anticorps « purifié ». 
Comme il était difficile d'obtenir un signal clair avec chacun des anticorps 
testés, plusieurs conditions et techniques ont été expérimentées outre l'adsorption sur E. 
Coli. Parmi celles-ci, mentionnons la co-immunoprécipitation, le système 
d'amplification streptavidine-biotine, le transfert sur membrane de PVDF, des temps et 
conditions d'incubation différents, des quantités ,de protéines augmentées, des tampons 
de lyses différents, la détection en fluorescence, des conditions non dénaturantes et des 
préparations provenant de prélèvement sanguin différent. 
Deux types de témoins ont été utilisés pour confirmer ou infirmer la présence de 
bandes spécifiques correspondant à la protéine BI. Premièrement, des cellules CHO 
transfectées avec le récepteur BI humain nous ont été gracieusement fournies par la 
compagnie Amgen. La migration du lysat de ces ~ellules sur gel exposait un doublet de 
bandes à 38-40 KDa. La stimulation de ces cellules CHO-Bl avec du butyrate de 
sodium (5 mM, Sigma) augmentant leur expression endogène de récepteur BI, ce 
nouveau lysat cellulaire obtenu nous a servi de témoin positif de la présence augmentée 
du récepteur BI sur gel. Deuxièmement, l'incubation de l'anticorps avec le peptide 
immunogène (1: 10) a permis de bloquer son interaction avec les protéines de la 
membrane et ainsi d'avoir un contrôle de spécificité du signal de la bande. 
L'anticorps CA2559 nous a servi de référence tout au long des études puisqu'il 
reconnaissait la protéine du récepteur BI dans les témoins CHOBI et que le signal était 
bloqué par l'incubation avec le peptide immunogène (voir plus loin, dans Résultats). 
Les conditions optimales de la technique d'immunobuvardage de type Western pour la 
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détection du récepteur BI dans nos tissus ont donc été établies au départ. Les 
membranes de nitrocellulose contenant les protéines ont été incubées avec l'anticorps 
CA2559 à une concentration de 1 : 1000 durant 16 heures à 4°C, lavées, puis incubées 
avec l'anticorps secondaire anti-IgG à une concentration 1 : 5000 durant 1 heure à 
température ambiante. Suite à l'incubation avec le BCL Plus (Amersham), le temps 
d'exposition sur film Kodak variait entre 30 secondes et 2 minutes. 
6.5.4 Quantification de MMP-2 
Comme nous l'avons déjà abordé, les MMP-2 et -9 sont sécrétées dans le milieu 
extracellulaire par les cellules. Puisque l'activité de MMP-9 n'a pas été détectée, nous 
avons évalué uniquement la variation de l'expression protéinique de MMP-2 dans les 
milieux d'incubation d'explants. L'anticorps anti-MMP-2 (Cell Signaling) a été utilisé à 
1 : 1000 et reconnu par un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de lapin (Jackson) à 
1: 5000. Les bandes devaient se retrouver à 72/62 KDa pour être considérées 
spécifiques. L'anticorps monoclonal reconnaît une partie du peptide central de la 
protéine MMP-2. Pour cette raison, la prof orme et la forme clivée sont reconnues 
spécifiquement par le même anticorps. Le signal donné par 1'anticorps anti-MMP-9 
n'était pas assez perceptible pour être quantifié. Puisque GAPDH n'est pas exprimé 
dans les milieux d'incubation, le signal a été corrigé par les microgrammes de protéines 
totales contenus dans chaque expIant correspondant au milieu. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage du véhicule pour chaque échantillon selon les conditions de 
stimulations d' explants. 
6.5.5 Quantification de COX-2 
Les conditions augmentant l'expression du récepteur BI sont reconnues pour 
être les mêmes que celles augmentant l'expression du gène de la cyclooxygénase (COX-
2). Ainsi, nous avons analysé la variation de l'expression protéinique de COX-2 dans 
les explants pré-incubés avec IL-1~ et stimulés avec l'agoniste BI seul ou combiné à 
1'antagoniste. L'anticorps de souris anti-IgG humain dirigé contre COX-2 (Calbiochem) 
a été utilisé à une dilution de 1 : 20000 et le signal corrigé par l'anticorps de souris anti-
IgG humain dirigé contre GAPDH (Jackson) dilué à 1 : 100 000. Les deux anticorps 
primaires ont été reconnus par un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de souris 
(Jackson) dilué à 1 : 20000. Les bandes devaient se retrouver à 75 KDa pour COX-2 et 
38 KDa pour GAPDH pour être considérées spécifiques. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage du véhicule pour chaque patient selon les conditions de stimulations. 
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6.5.6 Quantification des MAPKs 
La stimulation du récepteur BI est reconnue pour augmenter l'activité des MAP 
Kinases. Dans cette optique, nous avons analysé la variation d'expression des protéines 
ERK 112, JUNK, et p38 des explants de membranes synoviales selon leurs traitements 
avec IL-l~, l'agoniste seul ou combiné à l'antagoniste BI. Il est important ici de noter 
que le protocole de stimulation d'explants diffère un peu de ce quia été décrit à la 
section 6.1.2. Brièvement, les tissus de membranes synoviales des mêmes patients ont 
été stimulés en deux séries. Dans la première série sans pré-incubation, les explants 
étaient directement mis en contact avec soit le véhicule, un agoniste BI (ici de sArg 10 -
KD 100 nM au lieu de SDPDAK), oU un antagoniste BI (ici FP593 10 JlM au lieu de 
dHOE; fourni par Amgen) combiné à la desArg10-KD. La deuxième série d'explants a 
été pré-incubée avec IL-1 ~ durant 16 heures, rincée, et ensuite stimulée de la même 
façon que la première série. Les immunobuvardages de type Western ont été effectués 
sur les protéines extraites des tissus selon le protocole décrit plus haut. Nous avons 
utilisé deux types d'anticorps pour détecter la phosphorylation des MAPK; un premier 
reconnaissant la forme phosphorylée uniquement et un second reconnaissant la forme 
totale de chacune des MAPK étudiées. Les anticorps spécifiques (Cell Signaling) de 
chacune des MAPK ont été utilisés, avec des dilutions de 1 : 10 000, à l'exception de 
ERK qui a été utilisé à 1 : 15 000. Il est à noter ici que les anticorps pour phospho-P38 
et phospho-JNK ont été dilués dans le tampon TBST contenant 5% de BSA (Sigma) au 
lieu de 5% de lait en poudre. Dans tous les cas, l'anticorps secondaire de chèvre anti-
IgG de lapin conjugué à HRP a été dilué à 1 : 5000, les membranes exposées sur film 
Kodak et analysées par mesure densitométrique par Image J. Les bandes devaient se 
retrouver à 54 KDa pour JUNK, 38 KDa pour P38 et 42-44 KDa pour ERK pour être 
considérées spécifiques. Les résultats sont exprimés avec le signal de la forme 
phosphorylée et corrigés par le signal de la forme totale en pourcentage du véhicule. 
6.5.7 Quantification de NF-KB 
La stimulation du récepteur BI est reconnue pour activer le facteur nucléaire 
NF-KB et sa translocation au noyau. Nous avons donc analysé la variation de 
l'expression protéinique du facteur NF-KB activé dans les ,tissus selon les niveaux 
d'ARN de BI dans les membranes synoviales ainsi que selon leurs traitements avec IL-
1I3, l'agoniste ou l'antagoniste BI. Comme la protéine NF-KBest difficile à détecter 
dans les tissus et que les concentrations de protéines obtenues étaient faibles, des 
aliquots de 50 Jlg de protéines ont été migrés dans de grands gels d'acrylamide avec des 
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puits de 100 III avant d'être transféré sur membrane de nitrocellulose. Les anticorps 
anti-NF-KB p65 (SER 535) activé et p65 total (SER 535), gracieusement fournis par le 
laboratoire de Dr Servant (Faculté de Pharmacie, Université de Montréal), ont été 
utilisés à une dilution 1 : 1000 et reconnus par un anticorps secondaire de la même 
façon que ci-haut mentionné. Les bandes devaient se retrouver à 65 KDa pour être 
considérées spécifiques. Les résultats sont exprimés par le ratio du signal de la forme 
activée corrigée par la forme totale pour chaque patient. 
6.6 Analyses statistiques 
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± l'erreur type (SEM) 
lorsque possible. Les résultats de chaque individu lorsque non-apparié à un groupe sont 
exprimés en valeurs absolues. La signification statistique des résultats a été évaluée par 
analyse de variance CANOVA) à deux voies suivi du test t de Student pour la 
comparaison entre deux groupes, ou du test de Dunnett pour la comparaison de 
plusieurs avec un groupe témoin. Les différents tests statistiques considéraient 
uniquement une probabilité inférieure à 0,05 (p < 0.05), et la correction de Bonferroni a 
été appliquée pour les comparaisons entre les groupes. Les différentes corrélations ont 
été analysées par régression linéaire et trouvées significatives lorsque la pente était 
différente de zéro. 
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7.0 Résultats 
7.1 Évaluation histologique du niveau d'inflammation synovial 
Les membranes synoviales possèdent une structure histologique particulière 
facilement reconnaissable au microscope. Les photos ci-dessous représentent des 
exemples de coupes utilisées pour évaluer le score inflammatoire. Les critères de 
villosité et digitation, de multi-couches cellulaires et d'hyperplasie, amSl que 
d'infiltration leucocytaire sont très bien représentés dans la figure 9. Les scores de 
dommages tissulaires (5,34 ± 0,26), d'infiltration leucocytaire (3,74 ± 0,14) ainsi que le 
score inflammatoire composite (9,09 ± 0,33) sont indiqués dans le tableau IV. Ils sont 
exprimés graphiquement en corrélation avec les niveaux relatifs d'expression d' ARN du 
récepteur BI à la figure 12. 
Figure 9 Membranes synoviales colorées à l'Hématoxiline & Éosine et ayant servies 
à l'évaluation histologique du score inflammatoire synovial de chacun des patients. 
(A) Exemple type de score maximal pour le critère de villosité et digitation (flèches). (B) 
Exemple type de score maximal pour le critère de multiples couches et hyperplasie 
cellulaire (flèches). (C) Exemple type de score maximal pour le critère d'infiltration 
cellulaire (flèches). 
7.2 Expression de l'ARN du récepteur BI dans les membranes synoviales 
7.2.1 Amplification en temps réel 
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L'ARN total extrait des membranes synoviales ou des explants était toujours pur 
et exempt de dégradation, comme vérifié sur gel avant chaque réaction de RT-PCR 
(figure 10A). Les produits amplifiés en temps réel se dés hybrident tous à la même 
température, sauf le témoin négatif (en rose) qui n'est pas hybridé. De plus, la migration 
sur gel de ces amplicons ne montre qu'une seule bande à la hauteur de gènes amplifiés 
(ici récepteur BI), et aucune bande pour le témoin négatif. Les courbes de fusion (figure 
10C) et la migration sur gel (figure lOB) des produits de l'amplification en temps réel 
confirment donc dans tous les cas la spécificité de l'amplicon, que ce soit pour récepteur 
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Figure 10 Qualité et spécificité de l'amplification de l'ARN des membranes synoviales et 
ex plants pour le récepteur BI et GAPDH. (A) Gel représentatif montrant l'intégrité de 
l'ARN total extrait des membranes synoviales. (8) Spécificité des produits PCR migrés après 
amplification. (C) Spécificité des amplicons vérifiée par le programme Light Cycler 4.0 selon 
la température de fusion (déshybridation), contrôle négatif en rose, ici n = 14. 
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Les courbes d'amplification des ADNc en fluorescence de chaque échantillon 
peuvent être visualisées en temps réel. Les points de croisements (Cp) représentent le 
numéro du cycle où le niveau de fluorescence dépasse le bruit de fond. Tous les 
échantillons présentent des Cp différents selon le niveau d' ADNc, relatif à la quantité 
d'ARN du récepteur BI au début de la réaction. La figure II montre les courbes 
d'amplification pour chacun à la fin de la réaction, ainsi que le témoin négatif (en rose) 
qui ne présente aucune fluorescence. Des courbes similaires ont été obtenues avec 
l'ARN des membranes synoviales non stimulées et des explants stimulés. Les moyennes 
des Cp de chaque duplicata sont corrigées par les Cp d'un gène rapporteur (GAPDH) et 
par un calibrateur (voir équation 1 et 2). Ces ratios représentent les niveaux 
d'expression relatifs d'ARN du récepteur BI dans les membranes synoviales pour tous 
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Figure 11 Exemple représentatif de courbes d'amplification (PCR) en fluorescence en 
temps réel des échantillons (n = 14). Les points de croisement (Cp) sont établis par le 
programme Light cycler 4.0. Le témoin négatif (en rose) ne présente pas de fluorescence. 
7.2.2 Corrélation de l'expression du récepteur 81 avec les scores 
inflammatoires 
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Le tableau IV présente la liste des scores de dommages tissulaires, des scores 
d'infiltration leucocytaire et des scores composites. Les ratios BI RJGAPDH normalisés 
par le calibrateur, représentant l'indice d'expression du récepteur BI, sont aussi 
présentés dans le tableau IV avec les traitements pharmacologiques respectifs indiqués 
dans les dossiers médicaux des patients. Le score inflammatoire composite reflète le 
niveau d'inflammation du tissu du patient correspondant dans un intervalle allant de 5,3 
à 1 1,8. Les valeurs des ratios normalisés expriment les niveaux d'expression relatifs 
d'ARN du récepteur BI présent dans le tissu au moment de l'extraction d' ARN des 
tissus (0,83 à 16,28). Les traitements pharmacologiques sont classés en 4 groupes: Nul 
/ Acét.; aucun traitement pour l'OA ou acétaminophène uniquement, Al; anti-
inflammatoires de tous types, Anal: analgésiques de type opioïde, AI + Anal: anti-
inflammatoires de tous types et analgésiques de type opioïde. 
Tableau IV Score inflammatoire composite et ses composantes prises séparément, ratios 
normalisés de l'expression d'ARN du récepteur BI correspondant pour chaque membrane 
synoviale de patient et traitements pharmacologiques respectifs. Nul 1 Acét. : aucun traitement 
pour OA ou acétammophène uniquement, Al: anti-inflammatoires de tous types, Anal: 
analgésiques de type opioïde, AI + Anal: anti-inflammatoires de tous types et analgésiques de type 
. d opwï e. 
Numéro Score de Score Score Ratios Traitements 
de patient dommages d'infiltration inflammatoire BIR1GAPDH pharmaco-
(anonyme) tissulaires leucocytaire composite normalisés logiques 
l/OA 6 3,2 9,2 4,62 Nul / Acét. 
2/0A 7 4,8 11,8 1,41 AI 
3/0A 6 4,0 10,0 0,95 Al 
4/0A 5 2,6 7,6 1,04 Nul! Acét. 
5/0A 5 3,1 8,1 2,16 AI 
8/0A 5 3,2 8,2 2,90 AI 
9/PAR 4 4,4 8,4 4,22 AI 
10/PAR 7 3,7 10,7 0,86 AI 
ll/OA 5 3,3 8,3 1,88 Al + Anal 
14/0A 5 3,5 8,5 0,83 AI 
15/0A 6 3,8 9,8 2,04 Al + Anal 
16/0A 5 4,0 9,0 1,51 Nul / Acét. 
18/PAR 4 3,0 7,0 4,21 Al + Anal 
19/PAR 2 3,3 5,3 10,25 Al 
20/0A 5 3,7 8,7 10,48 AI 
22/0A 7 4,2 11,2 16,28 Anal 
26/0A 5 3,7 8,7 10,93 Nul / Acét. 
27/0A 5 2,7 7,7 9,60 Al 
28/0A 4 4,4 8,4 12,2l AI 
29/0A 5 5,2 10,2 10,28 Al 
30/0A 7 4,3 11,3 8,76 Al 
31/0A 7 4,3 Il,3 5,02 Al + Anal 
32/0A 6 3,7 9,7 15,02 Anal 
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L'expression relative d'ARN du récepteur BI a été mise en corrélation avec le 
score inflammatoire composite ou ses composantes prises séparément pour chacun des 
patients correspondants dans les figures 12A, 12B et 12e. Les dommages tissulaires 
sont exprimés par la somme des scores d'hyperplasie cellulaire et de villosité, tandis 
que l'infiltration leucocytaire est représentée par la somme des scores d'infiltration de 
cellules mononucléaires et de polymorphonucléaires. Dans les trois cas d'analyse de la 
figure 12, l'évaluation de la régression linéaire de la pente s'est avérée non 
significativement différente de zéro. Les niveaux d'expression d'ARN du récepteur BI 
ne sont donc pas en corrélation avec les scores inflammatoires respectifs des membranes 
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Figure 12 Corrélation de l'expression relative du niveau d'ARN du récepteur BI avec les 
scores inflammatoires respectifs. Les niveaux d'expression de l'ARN du récepteur BI reflétés 
par les ratios nonnaIisés ne sont pas en corrélation avec les scores inflammatoires composites 
respectifs des patients (A), ni avec les composantes du score prises séparément (8) et (C). 
7.2.2.1 Stratification selon les traitements pharmacologiques 
respectifs 
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Ayant eu accès aux dossiers médicaux des patients dont les caractéristiques sont 
représentées à la figure 12, nous avons tenté de stratifier les données selon les 
traitements qu'ils recevaient avant la chirurgie. Les scores inflammatoires et 
l'expression relative du récepteur BI des quatre groupes de traitements identifiés à la 
figure 13 ont été mis en corrélation de la même façon que précédemment. Pour 
simplifier les stratifications, seul le score inflammatoire composite de chaque patient a 
été utilisé, mais des résultats sensiblement semblables ont été obtenus pour les 
composantes du score prises séparément (données non montrées). Pour les quatre 
groupes de traitements, l'évaluation de la régression linéaire de la pente s'est avérée non 
significativement différente de zéro. Les probabilités que les scores inflammatoires 
soient en corrélation avec l'expression relative du récepteur BI sont donc nulles. Le 
groupe ayant reçu les traitements avec analgésique (opioïde) ne comporte pas d'analyse 
de régression linéaire puisqu'il contient uniquement deux points. 
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Figure 13 Stratification des corrélations de l'expression relative du récepteur BI avec les scores 
inflammatoires composite selon les traitements pharmacologiques respectifs. Pour les quatre groupes 
de traitement A) Nul ou acétaminophène uniquement, B) Analgésiques de type opioïde, C) Anti-
inflammatoires de tous types et analgésiques de type opioïde, et C) Anti-inflammatoires de tous types. 
Aucune corrélation n'est trouvée entre les scores inflammatoires composites et l'expression relative du 
récepteur BI. 
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7.2.3 Expression du récepteur BI selon les traitements 
pharmacologiques respectifs 
Tous les niveaux relatifs d'expression de l'ARN du récepteur BI analysés par 
RT -peR en fluorescence en temps réel pour c~aque patient ont aussi été classés selon 
quatre groupes de traitements pharmacologiques respectifs selon les informations 
indiquées dans leurs dossiers médicaux. Les quatre groupes sont représentés à la figure 
14. La comparaison des groupes par les tests statistiques a montré une différence 
significative (p < 0,05) entre les patients traités uniquement avec des analgésiques de 
type opioïde et ceux traités avec des anti-inflammatoires de tous types ou encore ceux 
ayant reçu les deux traitements. Nous pouvons donc conclure que l'expression du 
récepteur BI chez les patients souffrant d'ostéoarthrose et de polyarthrite rhumatoïde 
est différente selon leur traitement pharmacologique. 
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Figure 14 Expression relative du récepteur BI selon les traitements 
pharmacologiques respectifs. Vingt trois patients stratifiés en quatre groupes de 
traitements: Nul / Acét. : aucun traitement pour OA ou acétaminophène uniquement, 
AI : and-inflammatoires de tous types, Anal: analgésiques de type opioïde, AI + Anal: 
anti-inflammatoires de tous types et analgésiques de type opioïde. Suite à l'ANOVA 
significative, l'analyse par test de t a montré une différence significative entre les 
groupes Anal et AI, ainsi que entre groupe Anal et AI + Anal. * p < 0,05 
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7.2.4 Corrélation de l'expression du récepteur BI avec l'expression 
du facteur nucléaire NF-KR 
Puisque la signalisation du récepteur BI implique les marqueurs inflammatoires, 
son expression a aussi été mise en corrélation avec les niveaux d'expression respectifs 
du facteur nucléaire NF-KB. L'expression de NF-KB a été évaluée par 
immunobuvardage de type Western, mais aucune détection de NF-KB n'a été possible 
dans les tissus incubés durant 24 heures (explants). Les analyses comparant les 
stimulations avec les agonistes et les antagonistes du récepteur Blou encore les agents 
inducteurs n'ont donc pas pu être effectuées. De plus, la comparaison des niveaux 
d'expression de NF-KB dans les membranes synoviales fraîchement congelées avec les 
niveaux d'expression d'ARN du récepteur BI n'a montré aucune corrélation. En effet, 
la pente de la régression linéaire n'étant pas différente de zéro, la corrélation s'est 
avérée nulle. 
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Figure lS Corrélation de l'expression relative du récepteur BI avec 
l'expression du facteur nucléaire NF-KB. Les niveaux d'expression de l'ARN du 
récepteur BI reflétés par les ratios normalisés ne sont pas en corrélation avec les 
niveaux d'expression du facteur nucléaire NF-xE. 
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7.2.5 Expression du récepteur BI chez les patients souffrant 
d'ostéoarthrose ou de polyarthrite rhumatoïde 
Les tissus reçus de l'hôpital provenaient principalement de patients souffrant 
d'ostéoarthrose. Par contre, quelques chirurgies provenaient de patients atteints de 
polyarthrite rhumatoïde. Ayant analysé tous les tissus disponibles par RT -PCR en 
fluorescence en temps réel, les niveaux d'expression d'ARN du récepteur BI 
correspondant aux deux types de maladies ont été examinés et mis côte à côte. 
L'analyse par test de t non paramétrique a montré que les moyennes des deux groupes 
(OA et PAR) ne sont pas significativement différentes (figure 16). Nous ne pouvons 













p = 0,6381 
PAR 
Figure 16 Expression de l'ARN du récepteur BI dans les 
membranes synoviales des patients souffrant d'ostéoarthrose 
ou de polyarthrite rhumatoïde. Vingt-trois échantillons de 
patients avec OA (n = 19) et PAR (n = 4). Suite à la comparaison 
des groupes par test de t non-paramétrique, aucune différence 
significative entre les groupes n'est trouvée. 
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7.3 Réponse biologique fonctionnelle des membranes synoviales incubées 
7.3.1 Quantification de la production des cytokines dans les milieux 
d'incubation 
La stimulation d' explants de membranes synoviales par l' agoni ste BI humain 
seul ou combiné avec l'antagoniste BI humain était précédée d'une période 
d'incubation avec l'IL-1P pour stimuler l'inflammation ou bien avec le véhicule seul 
pour rincer les tissus de tout métabolite. Les sumageants d'incubation des tissus, une 
fois mis en contact avec les matrices d'anticorps pour la reconnaissance des cytokines, 
révèlent une série de points plus ou moins foncés (figure 17) représentant les différentes 
cytokines en duplicata détaillées dans le tableau III (Méthodologie). Les valeurs 
densitométriques obtenues par la détection ont été disposées dans un outil d'analyse 
selon la carte du tableau III. 
de 
nitrocellulose matrice 
d'anticorps de RayBiotech 
©. Détection de 23 cytokines 
sur une membrane de 3 cm par 
4 cm. 
Chaque matrice d'anticorps contient des régions de points 
positifs et négatifs qui interviennent dans la 
quantification comme contrôle de la technique entre les 
échantillons testés. Les unités absolues (U.A.) relatives 
obtenues pour chaque cytokine ont été corrigées par la 
quantité de protéine (~g) extraite de l'expIant 
correspondant. Les figures 18-19-20 représentent les 
niveaux de cytokines dâns les sumageants des explants 
pré-incubés avec l'IL-IP suivie de la stimulation avec les 
ligands du récepteur BI. Ici aussi, chaque tissu semble réagir de façon différente à la 
même stimulation. Par exemple, trois patients présentent un niveau d'IL-3 (figure 18) 
grandement augmenté après une stimulation par l' agoniste BI, alors que les trois autres 
patients ont des niveaux d'IL-3 diminués ou ne répondent pas du tout. De plus, même 
en condition de base, soit dans les milieux d'incubation avec le véhicule, nous 
observons une variabilité importante entre les patients. Par conséquent, il est préférable 
de montrer les données sous forme appariée selon le patient pour mieux observer les 
changements. Les mêmes types de résultats sont observables avec les milieux 
l'incubation du groupe d'explants ayant subi une incubation de rinçage (au lieu de l'IL-
IP), comme montré dans les figures 21-22-23. Par le fait même, il est difficile de 
décrire un effet constant de l'agoniste Blou de l'antagoniste BI sur la production d'une 
ou plusieurs cytokines. La variation de la réponse entre les patients, que le tissu soit pré-
incubé ou non avec l'IL-I P, est le résultat le plus important qui ressort de cette étude. 
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Figure 18 Sécrétion des cytokines G-CSF, GM-CSF, GRO, GROa, IL-la, IL-2, IL-3 et 
IL-5 dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés en présence d'IL-l P puis 
incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec l'antagoniste BI 
dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (V.A.) ont été corrigées par 
la quantité totale de protéines (J.lg) extraites de l'expiant correspondant. Les valeurs sont 
appariées selon le patient (n = 6). Après pré-stimulation de 16 heures avec IL-I~ (5 ng / mL), 
les explants étaient stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en combinaison 
avec l'antagoniste BI (dHOE, 10 nM). 
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Figure 19 Sécrétion des cytokines IL-6, IL-7, IL-S, IL-10, IL-13, IL-IS, INFy et MIG dans 
le surnageant d'incubation des explants pré-incubés en présence d'IL-IP puis incubés en 
présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec l'antagoniste BI dHOE. Les 
valeurs absolues de quantification en unités absolue (UA.) ont été corrigées par la quantité 
totale de protéines (j.l.g) extraites de l'expIant correspondant. Les valeurs sont appariées selon le 
patient (n 6). Après pré-stimulation de 16 heures avec IL-l~ (5 ng ImL), les explants étaient 
stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en combinaison avec l'antagoniste BI 
(dHOE, 10 nM). 
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Figure 20 Sécrétion des cytokines MCP-l, MCP-2, MCP-3, RANTES, TGFp, TNFa et 
TNFp dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés en présence d'IL-l p 
puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec l'antagoniste 
BI dHOE_ Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (V.A.) ont été corrigées 
par la quantité totale de protéines ()lg) extraites de l'expIant correspondant. Les valeurs sont 
appariées selon le patient (n = 6). Après pré-stimulation de 16 heures avec IL-I~ (5 ng / mL), 
les explants étaient stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en combinaison 
avec l'antagoniste BI (dHOE, 10 nM). 
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Figure 21 Sécrétion des cytokines G-CSF, GM-CSF, GRO, GROa, IL-la, IL-2, IL~3 et 
IL-S dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés avec le véhicule pour 
rinçage puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec 
l'antagoniste BI dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (V.A.) 
ont été corrigées par la quantité totale de protéines Ü.lg) extraites de l'expiant correspondant. 
Les valeurs sont appariées selon le patient (n = 6). Après pré-incubation de rinçage de 16 
heures, les explants étaient stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en 
combinaison avec l'antagoniste BI (dHOE, 10 nM). 
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Figure 22 Sécrétion des cytokines IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-lS, INFy et MIG 
dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés avec le véhicule pour rinçage 
puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec l'antagoniste 
BI dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (V.A.) ont été corrigées 
par la quantité totale de protéines (J.l.g) extraites de l'expIant correspondant. Les valeurs sont 
appariées selon le patient (n=6). Après pré-incubation de rinçage de 16 heures, les explants 
étaient stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en combinaison avec 
l'antagoniste BI (dHOE, 10 nM). 
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Figure 23 Sécrétion des cytokines MCP-I, MCP-2, MCP-3, RANTES, TGFp, TNFa et 
TNFp dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés avec le véhicule pour 
rinçage puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec 
l'antagoniste BI dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (U.A.) ont 
été corrigées par la quantité totale de protéines (J'g) extraites de l'expIant correspondant. Les 
valeurs sont appariées selon le patient (n = 6). Après pré-incubation de rinçage de 16 heures, 
les explants étaient stimulés avec l'agoniste BI (SDPDAK, 100 nM) seul ou en combinaison 
avec l'antagoniste BI (dHOE, 10 nM). 
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7.3.1.1 Quantification de la variabilité des matrices d'anticorps 
Comme nous l'avons vu dans les résultats précédents, la réponse biologique de 
chacun des patients varie de l'un à l'autre de façon importante, et ce, même dans les 
conditions de base. Pour déterminer la cause de ces variations, nous avons testé le 
même milieu d'incubation divisé en deux millilitres sur deux matrices d'anticorps 
différentes. Nous avons par la suite comparé les valeurs obtenues de chaque test et refait 
cet exercice une deuxième fois avec un autre milieu d'incubation. Les valeurs du 
premier, de ces tests sont exprimées dans le tableau V, et les variances (écartype / 
moyenne) y sont montrées pour chaque cytokine. La variance moyenne pour cet essai 
est de 30,64 %, et la variance moyenne de l'autre test non montré est de 51,42 %. Ces 
chiffres indiquent que la méthode des matrices d'anticorps n'est pas très reproductible, 
puisque le milieu d'un même échantillon séparé en deux essais donne des valeurs avec 
en moyenne 41,03 % de variation. 
Tableau V Variation de la méthode des matrices d'anticorps pour quantifier les 
cyto ki d . 1 d lIèl nes pro mtes se on eux tests en para e. 
Valeurs Absolues des duplicatas 
milieu milieu #9- Moyenne Ecartype Variance 
Cytokines #9-al a2 (M) (ET) (ETIM) en % 
G-CSF 14821,79 13 064,03 13 942,91 1242,92 8,91% 
GM-CSF 0,00 253,49 126,74 179,24 141,42% 
GRO 2260,81 2438,49 2349,65 125,64 5,35% 
GRO-u 3533,69 2680,58 3 107,13 603,25 19,41% 
IL-u 744,34 0,00 372,17 526,33 141,42% 
IL-2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
IL-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
IL-5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
IL-6 1 140,86 1 840,41 1490,63 494,66 33,18% 
IL-7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
IL-8 1170,16 1 100,81 1 135,49 49,04 4,32% 
IL-1O 2864,73 1 815,99 2340,36 741,57 31,69% 
IL-13 1194,13 0,00 597,06 844,38 141,42% 
IL-15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
IFN-y 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
MCP-l 2 156,71 0,00 1078,35 1525,02 141,42% 
MCP-2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
MCP-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
MIG 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
RANTES 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
TGF-~ 1827,92 1082,10 1 455,01 527,37 36,25% 
TNF-u 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
TNF-13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00% 
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7.3.2 Quantification des métabolites de PGEz dans les milieux 
d'incubation 
La réponse biologique de plusieurs cellules après la stimulation du récepteur BI 
mène souvent à la production de prostaglandines. Toutefois, l'analyse de tous les 
échantillons a montré des niveaux de PGE2 aussi bas que les témoins négatifs dans 
l'essai colorimétrique. La régression linéaire de la courbe des standards de métabolites 
de PGE2 fournie par le fabricant était acceptable (r=0,9l8; données non montrées) pour 
pouvoir extrapoler les valeurs d'absorbance des échantillons à leur concentration 
(pg/mL). Par contre, toutes les valeurs obtenues pour les échantillons étant très faibles, 
elles se retrouvaient à l'extérieur de l'intervalle 20%-80% de la courbe vers zéro (:::: 
20%). Malheureusement, les métabolites de PGE2 ne sont pas détectables dans aucun 
des milieux de stimulation des échantillons d'explants. 
7.3.3 Quantification de l'activité et de l'expression de MMP-2 dans 
les milieux d'incubation 
7.3.3.1 Activité de MMP-2 
L'enzyme MMP-2 représente une classe d'enzymes bien exprimées dans l'OA, 
capables de digérer la matrice cartilagineuse et en lien avec les récepteurs des kinines 
par les cytokines inflammatoires. Les enzymes MMP-2 se retrouvent sécrétées dans les 
milieux d'incubation d'explants. Une série de doublets représentant la forme clivée (62 
KDa) et la proforme (72 KDa) de MMP-2 (figure 24) est obtenue après la migration de 
10 III de milieu d'incubation et après la digestion de la gélatine par les MMP-2. Une fois 
quantifiée, la forme clivée reflète les variations de l'activité gélatinase de MMP-2. 
Malheureusement, les bandes correspondant à la MMP-9, laquelle possède aussi une 
activité gélatinase, n'étaient pas assez claires pour la quantification. Pour cette raison, 
l'analyse des MMPs ne contient que les valeurs de MMP-2. Aucune activité MMP-2 n'a 
été détectée dans les protéines extraites directement des tissus d'explants de membranes 
synoviales. 
Figure 24 Activité gélatinase de MMP-2 dans les milieux d'incubation d'explants 
révélée par essai de zymographie. Les milieux (10 Ill) ont été migrés sur gel et les bandes 
de digestion de la gélatine ont été quantifiées par méthode densitométrique. Le doublet 
représente la fonne clivée à 62 KDa et la profonne à 72 KDa de MMP-1. Exemple 
représentatif des autres essais utilisés pour la quantification. 
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La forme clivée de MMP-2 migre à un PM plus bas que la proforme, et 
représente en général la forme active. Sa quantification est montrée à la figure 25. La 
prof orme de MMP .. :2 ne possède normalement pas d'activité protéase puisque le peptide 
pro- l'inhibe, mais l'activité gélatinase lui est conférée par les conditions dénaturantes 
lors de la migration du gel. Par contre, l'activation de la proforme par les conditions 
dénaturantes se fait de façon inconstante; la totalité des enzymes de cette forme n'est 
pas nécessairement activée. Le peptide pro- qui recouvre le site actif de la proforme de 
l'enzyme devient instable et se dégage aléatoirement. Pour cette raison, et pour éviter 
tout biais d'analyse, nous n'avons quantifié que la forme active (clivée) de MMP-2. 
Comme GAPDH n'est pas présente dans les milieux d'incubation, et que les niveaux de 
protéines de ces milieux étaient difficiles à doser car très faibles, les valeurs absolues de 
quantification ont été corrigées par la quantité totale de protéines (~g) de chaque expIant 
correspondant. La figure 25 montre la variation de l'activité de MMP-2 présente dans le 
surnageant des explants pré-incubé avec l'IL-IP pour induire le récepteur BI puis 
stimulé avec l'agoniste BI seul ou combiné à l'antagoniste BI. Clairement, la 
stimulation à l'agoniste a diminué significativement l'activité de MPP-2 clivée (p < 
0,01) d'environ 55%. De son côté, la stimulation de 1'antagoniste BI en combinaison 
avec l'agoniste BI a aussi diminué significativement l'activité de MMP-2 clivée (p < 
0,05) d'environ 45%. 
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Figure 25 Activité MMP-2 dans le surnageant d'incubation des 
explants pré-incubés en présence d'IL-Ill puis incubés en présence de 
l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec l'antagoniste BI dHOE. 
Les valeurs absolues de quantification en unités absolues (D.A.) ont été 
corrigées par la quantité totale de protéines (flg) de l'expIant 
correspondant et exprimées en % des véhicules (n = 10). L'ANOVA est 
significative et suivie de tests de t significatifs. 
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La figure 26 montre la variation de l'activité de MMP-2 (clivée) présente dans le 
surnageant des explants pré-incubés avec le véhicule pour rinçage puis stimulés avec 
l'agoniste BI seul ou combiné à l'antagoniste BI. Pour les mêmes raisons ci-haut 
mentionnées pour la figure 25, la forme clivée uniquement a été quantifiée et l'analyse 
corrigée par la quantité totale de protéine (Ilg) de chaque expIant correspondant. Nous 
observons à la figure 26 que les variations d'activité de MMP-2 clivée ne sont pas 
significativement différentes entre les groupes. Les stimulations suivant la pré-
incubation de rinçage ne permettent pas d'observer un changement significatif de 
l'activité MMP-2 dans ces échantillons. 
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Véhicule SDP"oAK SDPDAK+dHOE 
Pré-incubé avec véhicule 
Figure 26 Activité MMP-2 dans le surnageant d'incubation des 
explants pré-incubés avec le véhicule pour rinçage puis incubés en 
présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec 
l'antagoniste Bl dHOE. Les valeurs absolues de quantification en 
unité absolu (U.A.) ont été corrigées par la quantité totale de protéines 
(J.1g) de l'expIant correspondant et exprimées en % des véhicules (n 
5). L'ANOVA est non significative. 
En revanche, le groupe pré-incubé avec l'IL-I~ a mieux répondu à l'activation 
du récepteur BI par ses ligands en diminuant l'activité de MMP-2 (environ 50% ; figure 
25) sécrété dans les milieux d'incubation. 
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7.3.3.2 Expression de MMP-2 
Comme les MMP-2 se retrouvent sécrétées et actives dans les milieux 
d'incubation d'explants, nous avons évalué leur niveau d'expression protéique par 
immunoblot. L'anticorps utilisé pour reconnaître la MMP-2 reconnaît une partie 
centrale de l'enzyme et donc ses deux formes en entier, clivées ou non (figure 27). 
L'expression protéique est donc quantifiée selon l'expression de la forme clivée, mais 
aussi selon le ratio de la forme clivée divisée par la forme totale. Le niveau d'expression 
de la forme totale est obtenu en additionnant les valeurs de la prof orme à celles de la 
forme clivée, et représente la totalité de l'expression MMP-2. Le ratio nous indique la 
variation de l'activation de MMP-2 dans son contexte d'actÏ\:ation enzymatique. 
""'---MIV"r-" profonne 
_lVllv"r'" clivée 
Figure 27 Expression de la protéine MMP-2 évaluée par 
immunobuvardage de type Western sur les milieux de stimulation 
d'expiant. Les milieux (10 Ill) contenant les MMP sécrétées ont été 
migrés, détectés avec l'anticorps anti-MMP-2 CI : 2000) et quantifiés 
par méthode densitométrique. Forme totale = proforme + forme clivée. 
Malgré les diminutions significatives de l'activité des MMP-2lorsque le groupe 
d'explants était pré-incubé avec IL-l~ (50% du véhicule), l'expression des mêmes 
MMP-2 dans les mêmes milieux reste inchangée par les stimulations comparativement 
au véhicule (figure 28). Un test statistique par ANOV A révèle que la forme clivée de 
MMP-2 n'est pas significativement différente dans aucun des groupes de stimulations. 
La grande variation à l'intérieur des groupes est aussi facilement observable dans les 
graphiques de la figure 28. Le ratio de la forme clivée de MMP-2 sur la totalité de 
l'expression détectée n'est pas différent dans les groupes stimulés comparativement au 
véhicule. 
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Figure 28 Expression de MMP-2 dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés en 
présence d'IL-IP puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec 
l'antagoniste BI dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unité absolu (V.A.) ont été 
corrigées par la quantité totale de protéines ().lg) de l'expIant correspondant (n = 7). Le test statistique 
(ANOV A) est non significatif. 
Également, aucun changement dans l'expression protéique de MMP-2 n'est 
observé dans l'autre série d'explants (figure 29) pré-incubés avec le véhicule pour 
rinçage. Les stimulations avec l'agoniste BI seul ou combiné à l'antagoniste BI ne 
mènent pas à une expression significativement différente de MMP-2 comparativement 
au véhicule. Les pré-incubations avec l'IL-l~ pour induire le récepteur Blou non ne 
modifient en rien ce résultat (figures 28 et 29). Il ressort de ces analyses que 
l'expression des enzymes MMP-2 n'est pas modifiée par l'activation du récepteur BI 
dans notre modèle. En revanche, l'activation de MMP-2 est diminuée de 50% par 
rapport au véhicule lorsque les explants sont pré-incubés avec l'IL-l~ et ensuite 
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Véhicule SDPDAK SDPDAK+dHOE 
Pré-incubé avec véhicule 
Figure 29 Expression de MMP-2 dans le surnageant d'incubation des explants pré-incubés avec le 
véhicule pour rinçage puis incubés en présence de l'agoniste BI SDPDAK seul ou combiné avec 
l'antagoniste BI dHOE. Les valeurs absolues de quantification en unité absolu (U.A.) ont été corrigées 
par la quantité totale de protéines ().lg) de l'expIant correspondant (n= 5). Le test ANOVA s'est avéré non 
significatif. 
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7.4 Expression de l'ARN du récepteur B1 dans les explants stimulés 
Comme les cytokines et autres agents utilisés ici pour la stimulation des explants 
sont connus pour induire l'expression du récepteur BI dans d'autres modèles, nous 
avons examiné la régulation de l'expression de l'ARN de BI dans notre modèle par RT-
PCR. Les tissus d'explants de membranes synoviales stimulés avec différentes 
cytokines pro-inflammatoires ont donc été utilisés pour extraire l'ARN et quantifier les 
niveaux d'ARN de récepteur BI par RT-PCR en fluorescence en temps réel. Cet indice 
d'expression du récepteur BI a été normalisé par un calibrateur et exprimé pour chaque 
groupe sous forme de ratio Bl/GAPDH (figure 30). Analysé par test de t non 
paramétrique précédé d'une ANOV A, le seul groupe montrant une différence 
significative (p < 0.0001) du niveau d'ARN du récepteur BI par rapport au groupe 
véhicule (35,92 ± 7,72) est le groupe ayant reçu la cyc10heximide (CXM ; 74,12 ± 
9,596) pour une période de trois heures au début des stimulations. Aucun autre groupe 
n'exprime un niveau d'ARN du récepteur BI qui diffère du véhicule. Contrairement aux 
données attendues, pas même le groupe stimulé avec 1 'IL-1 P ne montre une induction 
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Figure 30 Expression relative de l'ARN du récepteur BI dans les 
d'explants (n = 12) stimulés avec les cytokines pro-inflammatoires et 
autres agents inducteurs. L'ANOVA était significative (p < 0.0001) et 
suivie d'un test de t (p < 0.0001) entre le véhicule et la cycloheximide 
uniquement. 
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Les tissus appariés selon le patient réagissent différemment à la même 
stimulation (données non montrées), certains en augmentant les niveaux d'ARN de BI 
(ratios normalisés) et d'autres en les diminuant. Il est donc difficile de décrire un effet 
direct et constant sur les niveaux d'ARN ou récepteur BI par les cytokines. Toutefois, 
la grande variation pour toutes les conditions n'efface pas l'augmentation marquée et 
significative (p < 0.0001) par la stimulation à la cycloheximide pour tous les tissus. La 
seule valeur extrême (expiant 70; ratio de 317,0) a été exclue de la figure 30 pour 
permettre de mieux y observer les variations entre les groupes, et ce, sans affecter les 
valeurs des tests statistiques. De plus, il est important de noter que les valeurs de ratios 
normalisés sont plus élevées dans les explants stimulés (figure 30) que dans des tissus 
de membranes synoviales non stimulées et fraîchement congelées (tableau III). 
7.5 Expression protéique du récepteur BI dans des membranes synoviales 
L'expression de l' ARN du récepteur BI a été confirmée plus haut par R T -PCR. 
Par contre, la transcription de l'ADN en ARN ne conduit pas systématiquement à la 
traduction de l'ARN en protéine. L'expression de la protéine à la membrane cellulaire 
doit par .conséquent être vérifiée afin de conclure à l'expression fonctionnelle du 
récepteur BI dans les membranes synoviales. 
7.5.1 Optimisation de la détection du récepteur BI avec l'anticorps 
CA 2559 
Le récepteur BI est représenté par un doublet à un PM de 38-40 KDa sur 
un immunoblot. Les caractéristiques des cellules CHOB 1 générées par Amgen ont été 
utilisées pour la validation de nos bandes spécifiques. Les cellules CHO transfectées 
avec le gène du récepteur BI (CHOB 1) expriment la protéine de façon constitutive, 
alors que les mêmes cellules stimulées au butyrate (5 mM) montrent une expression 
accrue de la protéine BI (CHOB 1 +Buty). Les cellules CHO transfectées avec le gène 
du récepteur B2 (CHOB2) n'expriment pas la protéine du récepteur BI. Les lysats 
cellulaires de ces cellules CHO ont donc servi de témoins positifs ou négatifs de la 
présence de la protéine BI par immunoblot lors des tests avec différents anticorps. 
1 • 
lB: antl-B1 CA 2669 (1 :1000) 




Figure 31 Détection du récepteur BI dans les 
cellules CHOBI avec l'anticorps CA 2559 pré-
adsorbé ou non sur la poudre d'extrait de E. 
Coli. Le doublet spécifique au récepteur BI est 
visible à 38-40 KDa lorsque le signal non 
spécifique est diminué. 
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Tout d'abord, l'anticorps CA2559 anti-BI humain ciblant une portion 
intracellulaire de la queue cytosolique a été utilisé pour la plupart des essais décrits ci-
dessous. Celui-ci reconnaissait des épitopes non spécifiques au récepteur B l, et donc 
l'immunoblot devenait complètement illisible à la détection (figure 31; non adsorbé). La 
pré-adsorption de l'anticorps sur des protéines en poudre de E. Coli a permis de 
diminuer le signal non spécifique et de révéler le doublet propre au récepteur Bichez 
les cellules CHOBI et CHOBI+Buty (figure 31; pré-adsorbé). Une fois la préparation 
d'antisérum optimisée pour un signal clair, l'étape suivante a été de l'utiliser pour 
détecter la présence du récepteur BI dans les protéines extraites des membranes 
synoviales. 
7.5.2 Détection de la protéine du récepteur BI avec l'anticorps CA 
2559 
Contrairement aux cellules CHOBI témoins, l'expression du récepteur BI dans 
les protéines extraites des membranes synoviales n'a pas été détectée, même avec les 
conditions optimisées. La figure 32 présente tous les témoins nécessaires (CHOBI, 
CHOBI+ et CHOB2) décrits plus haut concordant avec les contrôles positifs et négatifs. 
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Cependant, aucune détection n'est possible au bon poids moléculaire dans les protéines 
extraites de membranes synoviales. Plusieurs essais et conditions différentes ont été 
tentés sur divers tissus de différents patients, mais aucun échantillon n'a montré une 
expression du récepteur BI satisfaisante selon nos contrôles. La figure 32 constitue un 
exemple représentatif de tous les autres tissus sous les mêmes conditions. 
40KDa 
38KDa 
lB: antl-B1 CA 2559 (1 :1000) 
pré-adsorbé sur E.Coli 
Figure 32 Expression de la protéine BI dans les membranes 
synoviales humaines et dans les cellules CUO témoins. Le signal est 
concordant chez les témoins, mais imperceptible au niveau des 
membranes synoviales (ms). Gel représentatif des autres essais avec les 
mêmes conditions. Buty = butyrate de sodium 5 nM. 
7.5.3 Validation de l'anticorps anti-Bl CA2559 
Comme nous détectons la protéine du récepteur BI dans les cellules CHOB 1 
mais non dans les protéines de nos tissus humains, nous voulions être certains que 
l'anticorps utilisé est bel et bien spécifique pour la protéine BI humaine. Pour ce faire, 
l'anticorps CA2559 a été pré-incubé avec le peptide immunogène (l : 10) avant d'être 
utilisé pour l'immunoblot. Suivant l'immunoblot avec cet anticorps pré-traité, le doublet 
spécifique au récepteur BI normalement obtenu dans les témoins positifs CHOB 1 et 
CHOSI + Buty (figure 31 et 32) disparaît complètement (figure 33). Par ces résultats, 
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nous montrons ainsi que l'anticorps CA2559 est spécifique à la protéine du récepteur 
B 1. Par contre, les faibles bandes parfois visibles (mais non constantes) dans les 
protéines de membranes synoviales demeurent présentes. Par conséquent, ces faibles 




lB: anti-B1 CA 2559 
(1:1000) 
lB: anti-B1 CA 2559 
(1: 1 000) pré-traité avec 
peptide (1:10) 
Figure 33 Validation de la détection de la protéine du récepteur BI bloquée par 
le peptide immunogène. Le signal est bien bloqué par le peptide, mais toujours 
pratiquement imperceptible dans les tissus de membranes synoviales (ms). Buty = 
butyrate de sodium 5 nM. 
7.5.4 Détection de la protéine du récepteur BI avec d'autres 
anticorps anti-Bl 
D'autres anticorps ciblant le récepteur BI humain, dont un disponible 
commercialement, ont été testés sur les protéines extraites de membranes synoviales. 
Malheureusement, aucun anticorps ne s'est avéré aussi sensible que le CA2559, qui ne 
détecte pas la protéine du récepteur BI dans les tissus humains. Comme nous savons 
que le signal obtenu avec CA2559 est spécifique au récepteur BI humain (figure 33), 
nous présentons les résultats des autres anticorps détectant les protéines des témoins 
positifs en parallèle avec celui-ci dans la figure 34. Ici, uniquement les protéines des 
cellules CHÛ exprimant le récepteur BI sont montrées afm d'établir la validité des 
antisérums. L'anticorps anti-Bl M-19 (Santa Cruz) présente beaucoup de signal non 
spécifique, mais une fois pré-adsorbé sur E. Coli, reconnaît un doublet plus bas que le 
PM du récepteur BI (figure 34, M-19, 1: 1000). Rien n'est détecté à la hauteur 
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spécifique du récepteur BI. Ce résultat n'est pas totalement étonnant, puisque 
l'anticorps M -19 est dirigé originalement contre le récepteur BI murin et reconnaît le 
récepteur BI humain avec une spécificité moindre. Des concentrations d'anticorps plus 
élevées ne permettaient pas de mieux détecter les bandes spécifiques (figure 34, M-19, 
1 : 500). À son tour, l'anti-Bl AS434 présente beaucoup de signal non spécifiques de 
façon à recouvrir la membrane de nitrocellulose de points noirs (figure 34 AS434). Le 
signal le plus propre que nous ayons obtenu de AS434 ne reconnaissait toujours pas de 
bandes à 38-40 KDa, même s'il est dirigé spécifiquement contre le récepteur BI 
humain. La figure 34 relate les essais avec les différents anticorps anti-B1 et les 
compare au signal des témoins positifs CHOB 1 et CHOB 1 + Buty obtenus avec 
CA2559. Avec ce dernier, le signal du doublet bien visible est toujours augmenté chez 
les cellules CHOB 1 stimulées au butyrate. En résumé, les anticorps testés se sont avérés 




lB : CA 2669 M-19 AS 434 




Figure 34 Détection de la protéine du récepteur BI avec différents anticorps anti-
BI soit CA2SS9, M-19 et AS434. Aucun des deux autres anticorps ne reconnaît le 
doublet spécifique au récepteur BI reconnu par CA2559 sur des protéines de témoins 
positifs exprimant le récepteur BI. 
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7.6 Expression protéique dans les explants stimulés avec l'agoniste B1 seul 
ou combiné à l'antagoniste B1. 
7.6.1 Expression de la protéine humaine cyclooxygénase 2 
Le groupe d'explants pré-incubés avec IL-l~ puis stimulés avec l'agoniste seul 
ou combiné à l'antagoniste BI présente une expression variée de la protéine COX-2. La 
figure 35 donne un exemple représentatif des bandes reconnues par l'anticorps anti-
COX-2 et le témoin GAPDH. Les protéines de six patients montrent une variation dans 
l'expression basale dans les explants incubés avec l'IL-l~ et le véhicule uniquement. 
Suivant les tests statistiques non significatifs, les groupes ont été décortiqués. Comme 
75 KDa 
35KDa GAPDH 
Figure 35 Détection de COX-2 dans les 
protéines d'explants stimulés avec IL-Ill 
suivi du véhicule. Les protéines (25 llg) ont 
été migrées sur gel et détectées avec un 
anticorps anti-hCOX-2 (1 : 20 000), corrigées 






représenté visuellement à la figure 36A, il Y a 
une variation extrême de l'expression de 
COX-2 entre chaque patient, même exprimé 
en % des véhicules. Il n'y a donc aucune 
différence significative entre les groupes de 
stimulations différentes quant à l'expression de 
la COX-2 (figure 36B). 
SDPDAK SDPDAK+droE 
Figure 36 Expression de la protéine cyclooxygénase humaine dans les protéines 
d'explants pré-incubés avec IL-Ill puis stimulés avec l'agoniste seul (SDPDAK) ou 
combiné à l'antagoniste BI (dHOE). (A) La variabilité entre les explants est visible, (B) 
malgré les moyennes démontrant une augmentation en présence de l'antagoniste par rapport 
au véhicule. Les valeurs absolues de quantification en unité absolu V.A. ont été corrigées 
par les valeurs d'expression de GAPDH dans les explants correspondant (n = 8). 
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7.6.2 Expression des MAPK phosphorylées 
L'activation du récepteur BI et la signalisation en découlant impliquent souvent 
les MAPK dans divers modèles. Pour vérifier que notre modèle dépend aussi de 
l'activation des MAPKs, nous avons quantifié leur phosphorylation par 
immunobuvardage de type Western. Les tissus utilisés pour la quantification de la 
phosphorylation des MAPKs ont été stimulés selon un protocole différent des explants 
précédents et décrit dans la section 6.5.4 de Méthodologie. Brièvement, les tissus ont 
été stimulés en deux séries. La première était directement mise en contact avec soit le 
véhicule, un agoniste BI (dKD; 100 nM) seul ou combiné à un antagoniste BI (FP593; 
10 IlM), sans pré-incubation. Les explants de la deuxième série ont été pré-incubés avec 
IL-l~ puis stimulés de la même façon que la première série. Les MAPKs (p38, JNK ou 
ERK) ne montrent aucune phosphorylation significativement différente suivant une 
stimulation avec l'agoniste (dKD) seul ou en présence de l'antagoniste (FP593), comme 
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Figure 37 Expression des protéines MAPK dans les protéines ·d'explants pré-incubés ou non 
avec IL-Ill puis stimulés avec l'agoniste BI (dKD) seul ou combiné à l'antagoniste BI 
(FP593). Les valeurs absolues ont été corrigées selon le ratio des [onnes phosphorylées divisé par 
les [onnes totales et exprimées en pourcentage du véhicule. La variabilité prévient toute différence 
significative, n = 4. 
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Lorsqu'elle comparée au véhicule apparié, la même stimulation peut avoir un effet 
complètement différent d'un expIant à l'autre. Par exemple, la stimulation avec l'IL-l~ 
seul augmente d'environ 150 % la phosphorylation de ERK pour un expIant, alors que 
pour un autre expIant, elle est diminuée de 50% (figure 37; ERK). De la même façon, la 
phosphorylation de p38 est augmentée de 700 % dans un expIant par la stimulation avec 
l'agoniste BI par rapport au véhicule, alors qu'un autre expIant ne montre aucune 
phosphorylation pour la même stimulation. Conséquemment, la variabilité est trop 
grande pour mener à des différences statistiquement valables. Pour une même 
stimulation, les tissus de patients différents induisent une activation différente des 
MAPKs. Nous avons utilisé deux types d'anticorps anti-MAPK pour détecter leur 
phosphorylation; un premier reconnaissant la forme phosphorylée et un second 
reconnaissant la forme totale de chacune des MAPK séparément. Comme les valeurs 
exprimées des formes phosphorylées sont corrigées par les valeurs des formes totales, le 
ratio est exprimé en % du véhicule. 
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8.0 Discussion 
Plusieurs études montrent que l'expression du récepteur BI est augmentée 
durant la réaction inflammatoire et que le récepteur BI lui-même contribue à 
l'inflammation (Marceau et al., 1997). De ce fait, certaines compagnies 
pharmaceutiques ont débuté des travaux de développement d'antagonistes BI pour 
contrer les symptômes inflammatoires. Par contre, d'autres études ont amené 1'idée que 
le récepteur BI avait un rôle protecteur dans la réaction inflammatoire et que 1'inhiber 
serait néfaste (Siebeck et al., 1996) pour le sujet. Selon ces deux hypothèses, 
l'implication du récepteur BI dans la pathologie de 1'ostéoarthrose et de la polyarthrite 
rhumatoïde constitue le point central de nos études. Pour ce faire, nous avons examiné 
l'expression basale et stimulée du gène du récepteur Blet de sa protéine, ainsi que les 
biomarqueurs potentiels de l'activité fonctionnelle du récepteur BI. 
8.1 Quantification de l'expression basale d'ARN du récepteur B1 
L'expression de l' ARN du récepteur BI dans des tissus synoviaux humains a été 
pour la première fois confirmée par notre étude. Quelques groupes ont déjà démontré la 
présence de son expression protéique fonctionnelle par la liaison de ligands spécifiques 
dans d'autres modèles tels que des neutrophiles ou fibroblastes humains. (Rajasekariah 
et al., 1997; Phagoo et al., 2001). Le récepteur B2 a été identifié dans plusieurs tissus 
humains; le récepteur BI a été trouvé dans d'autres tissus enflammés (Leeb-Lundberg et 
al., 2005). Puisque nous n'avons pas de groupe témoin, et qu'aucune autre étude de ce 
genre sur le récepteur BI humain n'a été répertoriée, nous nous en sommes remis à la 
normalisation avec GAPDH pour évaluer des niveaux relatifs d'expression de récepteur 
BI. La figure Il montre un exemple représentatif d'une amplification du gène du 
récepteur Blet ce, à partir de tissus synoviaux humains. 
D'un autre côté, l'expression du récepteur BI mesurée exprime les niveaux 
d'ARN, et non l'expression de la protéine même. L'ARN étant le message provenant du 
code génétique traduit en protéine, il peut ne pas refléter l'exacte expression protéique. 
Cependant, des résultats d'immunohistochimie non publiés (Annexe 1; figure 38 et 39) 
prouveraient que la protéine du récepteur BI est exprimée dans les mêmes tissus. 
Malgré nos problèmes de détection protéique du récepteur BI par la technique de 
Western (discuté plus loin), ces résultats confirment que l' ARN élevé des tissus 
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ostéoarthritiques (figure 16) serait traduit en protéine. Dans la littérature, l'expression 
protéique du récepteur BI dans les différents tissus humains est souvent détectée par des 
méthodes donnant des mesures indirectes. La technique d'autoradiographie par 
radioligand détecte tous les sites de liaison des agonistes radioactifs BI spécifiques. 
Cette technique a permis d'observer plusieurs sites exprimant le récepteur BI dans 
divers modèles (Steranka et al., 1988; Ongali et al., 2003). Également, la preuve de 
l'expression fonctionnelle par l'effet biologique (Deblois et Marceau, 1987; Cuthbert et 
Teather, 1997) ou la relâche de médiateurs (Goldstein et Wall, 1984; D'Orleans-Juste et 
al., 1989) permet d'évaluer les niveaux de récepteurs BI par l'entremise des réponses 
plus ou moins grandes aux agonistes et antagonistes B l. Aussi, l'essai de compétition 
de ligands (Levesque et al., 1995; Wu et al., 2002) donne des mesures 
pharmacologiques de densité de sites de liaison (Bmax) et de constante de dissociation 
(Kd) pour évaluer la présence du récepteur. Quoiqu'efficaces, ces méthodes mesurent 
indirectement la présence du récepteur BI, et non précisément la quantité de récepteurs 
exprimés. Par contre, d'autres auteurs utilisent la méthode de PCR ou de Northem Blot 
(Marceau et al., 1997; Bastian et al., 1998; Zhou et al., 1999) pour quantifier l' ARN du 
récepteur B l. D'autres études permettent aussi d'observer directement la présence du 
récepteur BI chez l'humain par immunohistochimie (Nadar et al., 1996; Raidoo et al., 
1997; Naicker et al., 1999), mais aucune dans les membranes synoviales. L'expression 
protéique du récepteur BI humain dans les membranes synoviales humaines, 
contrairement à l'expression de son ARN, reste à ce jour non déterminée. 
Au-delà de ce problème, les tissus témoins humains amenaient un défi constant 
pour valider les scores inflammatoires et les niveaux d'ARN de récepteur BI. Sans 
aucune membrane synoviale humaine témoin, les seuls témoins négatifs devenaient 
l'omission de l'enzyme (polymérase) ou encore du substrat (ADNc). Néanmoins, les 
figures 10 et 11 démontrent bien que l'amplification est spécifique au récepteur BI, 
puisque les courbes des témoins négatifs ne montrent pas de fluorescence. Malgré une 
présence du récepteur BI indiscutable, la comparaison de ses niveaux d'expression 
demeure relative, puisque nous n'avons aucune idée de son expression dans des tissus 
« normaux ». Enfin, le terme « normal» devient lui-même aussi relatif. Les spécimens 
histologiques d'un homme de 67 ans n'ayant jamais reçu le diagnostic d'arthrite nous 
ont été fournis par un autre laboratoire (Dr Moldovan, Hôpital Sainte-Justine); toutefois, 
la membrane synoviale présentait des signes d'inflammation correspondant à un score 
inflammatoire élevé selon la grille de critères utilisée. À cette difficulté s'ajoute l'accès 
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à des membranes synoviales provenant de genoux humains dits « sains », soit ni en 
phase d'inflammation chronique ou aiguë. 
8.2 Corrélation et stratification de l'expression du récepteur BI 
Les niveaux d'inflammation des membranes synoviales ont été analysés par le 
score inflammatoire et nous ont permis d'obtenir un indice de la progression de la 
maladie. Ces niveaux d'inflammation ont été mis en lien avec les niveaux d'expression 
du récepteur BI correspondants. Selon les hypothèses de départ et l'induction de novo 
connue du récepteur BI dans l'inflammation (Marceau et al., 1998), on aurait pu 
s'attendre à ce que l'expression du récepteur BI soit proportionnelle à l'état 
inflammatoire de la maladie. Selon la figure 12, nous ne pouvons affirmer que les 
niveaux d'expression du récepteur BI sont en corrélation avec le score inflammatoire 
dans le même tissu. Deux possibilités existent pour expliquer ces résultats. 
Premièrement, le score inflammatoire reflète moins la réaction inflammatoire en cours 
que l'accumulation des changements tissulaires survenus au cours de la progression de 
la maladie. En effet, l'infiltration leucocytaire pourrait être un reflet de l'inflammation 
en cours, mais certainement pas les dommages tissulaires puisqu'ils sont le résultat à 
long terme de la maladie sur les articulations. Le score inflammatoire pourrait par 
conséquent être très élevé, alors que la réaction inflammatoire présente serait stable. 
Deuxièmement, il est possible que les traitements anti-inflammatoires des patients aient 
réduit l'inflammation tissulaire locale, mais que le récepteur BI conserve un niveau 
d'expression in vivo élevé. 
À partir de cette deuxième hypothèse, nous avons vérifié si les traitements 
pharmacologiques des patients avant la chirurgie affectaient la corrélation des niveaux 
de récepteur Blet des scores inflammatoires. Ayant eu accès aux dossiers médicaux des 
patients, quatre groupes de traitements pharmacologiques différents ont été identifiés 
(figure 13). Cependant, les corrélations sont demeurées absentes. Les traitements anti-
inflammatoires peuvent avoir réduit l'inflammation locale, mais le score histologique 
inflammatoire n'est toujours pas en corrélation avec le récepteur BI. Cette affirmation 
est en accord avec l'hypothèse voulant que les niveaux de récepteur BI restent élevés 
même si l'inflammation locale diminue. Également, le score inflammatoire reflète une 
mesure d'accumulation des changements tissulaires, alors que la réaction inflammatoire 
locale peut être différente. Nous aurions pu croire que les patients n'ayant subi aucun 
traitement (Nul 1 Acét.) auraient présenté une inflammation locale plus élevée, et par 
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conséquent un niveau d'expression du récepteur BI plus marqué. Toutefois, ce groupe 
ne montre aucune corrélation entre les niveaux d'inflammation et les niveaux 
d'expression du récepteur BI. 
D'un autre côté, l'expression relative du récepteur BI est affectée par les 
traitements phannacologiques comme il est démontré à la figure 14. En effet, les 
patients traités uniquement avec des analgésiques de type opioYde présentent un niveau 
plus élevé de récepteur BI dans leurs membranes synoviales que ceux traités avec des 
anti-inflammatoires ou encore ceux ayant reçu les deux traitements. Ce résultat 
confinne que l'expression du récepteur BI est régulée par les agents inflammatoires 
impliqués dans la réaction inflammatoire in vivo. La prise d'anti-inflammatoires, seuls 
ou en combinaison avec un analgésique, a diminué l'inflammation locale et par le fait 
même le niveau de récepteur BI présent. Aussi, le groupe non traité (Nul / Acét.) 
présente une grande variabilité dans l'expression du récepteur BI, avec un petit 
échantillon (n = 4). Ceci peut être une raison pour laquelle il n'y a pas de différence 
significative entre ce groupe et celui traité avec les anti-inflammatoires. Par contre, les 
résultats nous démontrent que la prise d'analgésiques de type opioYde augmente 
l'expression du récepteur BI, et que la prise concomitante d'anti-inflammatoire bloque 
cette augmentation. Une explication logique de ce phénomène serait que les opioYdes 
agissent sur des fibres nerveuses, où l'expression constitutive faible du récepteur BI a 
déjà été prouvée (Ma et al., 2000; Wotherspoon et Winter, 2000). Dans un article récent, 
la dynorphine A, un opioYde endogène, a déjà été reconnue pour se lier au récepteur B2 
avec une faible spécificité (Altier et Zamponi, 2006). Ainsi, la production d'opioYdes 
endogènes exacerbait la douleur dans un modèle de douleur neuropathique via un 
récepteur des kinines (Altier et Zamponi, 2006). À ce niveau, nous pouvons spéculer 
que les opioYdes possèdent la capacité de se lier faiblement au récepteur BI. Puisque 
l'expression du récepteur BI induit une boucle d'auto-régulation (Faussner et al., 1999), 
l'augmentation de la présence de l'agoniste BI augmenterait à son tour la présence du 
récepteur BI au site: d'inflammation. Bien qu'il s'agisse d'une spéculation, il est 
important de prendre conscience que le groupe de patients traités avec les analgésiques 
uniquement ne représente que deux sujets. De façon intéressante, nous pouvons tout de 
même conclure que l'expression du récepteur BIchez les patients souffrant 
d'ostéoarthrose et de polyarthrite rhumatoYde est différente selon leur traitement 
pharmacologique. 
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En parallèle, l'expression du facteur nucléaire NF -KB est directement en lien 
avec le processus inflammatoire puisqu'il est impliqué dans plusieurs voies de 
signalisation. Toutefois, l'expression relative du récepteur BI n'a montré aucune 
corrélation avec les niveaux d'expression du facteur NF-KB des membranes synoviales 
respectives. La technique d'immunobuvardage de type Western (données non montrées) 
permettant de détecter la présence de NF-KB s'est avéré erratique, et donc seules les 
membranes synoviales fraîchement congelées ont pu être quantifiées. Les tissus incubés 
durant 24 heures (explants) n'exprimaient aucune trace de NF-KB p65 (SER 535) 
phosphorylé. Cette sous-unité de NF-KB est extrêmement sensible aux différentes 
manipulations et par conséquent, peut avoir été éliminée par cette incubation. L'absence 
de corrélation avec les niveaux d'expression du récepteur BI peut aussi être expliquée 
par cette hypersensibilité de la molécule étudiée. Néanmoins, il sera possible dans le 
futur de contourner cette difficulté par l'analyse de l'activité du facteur NF-KB, qui 
nécessite un tampon de lyse plus stable. 
Dans une autre optique, la comparaison des patients atteints d'OA et de PAR 
quant à leurs niveaux d'expression du récepteur BI peut aussi être affectée par les 
traitements médicaux propres à chacun. La grande variabilité d'expression du récepteur 
BI à l'intérieur des groupes (figure 16) ne facilite pas la détection de différence 
significative entre eux. Même si l'expression moyenne du récepteur BI chez les patients 
arthritiques est légèrement plus élevée que celle des patients avec PAR, les tests 
statistiques ne nous permettent pas de conclure à une différence entre les groupes. Peut-
être le faible nombre de patients atteints de PAR comparativement aux patients OA 
pourrait influencer l'analyse statistique; augmenter la taille de l'échantillon du groupe 
PAR augmenterait la puissance de notre étude à cet égard. De plus, les patients atteints 
d'OA observés à la figure 16 montrent une expression relative du récepteur BI étalée 
allant de 0,83 à 16,28. Nous aurions eu besoin de tissus normaux et d'un tissu d'une 
concentration connue de récepteur BI pour obtenir une quantification absolue donnant 
une quantité en Ilg de BI par échantillon. 
8.3 Expression protéique du récepteur BI 
Tout au long de ce projet de maîtrise, un des objectifs principaux était de 
confirmer la présence du récepteur BI dans les membranes synoviales humaines. À 
défaut d'avoir détecté l'expression de la protéine, la preuve de la présence du récepteur 
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BI a été acquise avec l'ARN de BI décelé par R T -PCR. Néanmoins, nos efforts avec la 
technique d'immunobuvardage de type Western n'ont jamais cessé. Des cellules CHO 
transfectées avec le récepteur BI ont été utilisées comme témoins po~itifs, car elles 
l'exprimaient au niveau de la membrane plasmique. Les CHOB1 stimulées au butyrate 
l'exprimaient en plus grande quantité puisque cet agent induit une réaction 
inflammatoire et donc indirectement le récepteur BI. Des cellules CHO transfectées 
avec le récepteur B2 exprimaient exclusivement celui-ci, et représentaient donc un 
témoin négatif pour le récepteur BI. Dans la même expérience, nous pouvions donc 
avoir tous les témoins nécessaires pour valider la détection du récepteur BI (figure 32). 
Ces vérifications étaient essentielles puisque les anticorps utilisés n'étaient pas assez 
spécifiques pour ne détecter qu'une seule bande et exposaient un bruit de fond exagéré. 
Nous avons même dû effectuer l'adsorption des anticorps sur des protéines lyophilisées 
provenant de E. Coli. En effet, comme cette espèce possède un code génétique varié, 
elle exprime divers épitopes reconnus par les IgG non spécifiques de l'anticorps qui y 
restent attachés. L'anticorps polyclonal est alors nettoyé de plusieurs IgG non 
spécifiques au récepteur BI, et le signal spécifique peut être plus facilement reconnu au 
travers du bruit de fond réduit (figure 31). 
À la suite du« nettoyage» de l'anticorps, les doublets correspondant au 
récepteur BI étaient visibles chez les témoins positifs, mais toujours absents des puits 
contenant les protéines de membranes synoviales (figure 32). De façon irrégulière, des 
bandes apparaissaient très faiblement dans quelques échantillons de tissu, mais jamais 
assez clairement pour les quantifier. Dans le but d'être certain que le signal obtenu était 
vraiment spécifique au récepteur BI, nous avons pré-incubé l'anticorps avec le peptide 
immunogène. Selon le même principe que l'adsorption sur E. Coli, les IgG qui se lient 
au peptide immunogène n'étaient pas libres de reconnaître le récepteur BI dans les 
protéines d'échantillons. La détection du récepteur BI a donc été réduite à zéro pour le 
témoin positif, comme il est bien démontré à la figure 33. Toutefois, les bandes très 
faibles dans certains échantillons étaient toujours présentes; nous concluons donc que 
ce sont des bandes non spécifiques, puisque le signal spécifique a été aboli chez les 
témoins positifs. Nous n'avons détecté aucune présence de la protéine du récepteur BI 
dans les échantillons de membranes synoviales humaines. Il est important de noter que 
la même technique a été effectuée avec des explants de membranes synoviales incubés 
24 heures avec l'IL-l. Comme il est répertorié que l'IL-1 induit le récepteur BI, l'espoir 
de le détecter dans les protéines d'explants était raisonnable. Pourtant, la détection n'a 
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pas été supérieure avec les protéines d'explants qu'avec celles des membranes 
synoviales fraîchement congelées. 
Suivant ces résultats, deux autres sources d'anticorps ont été testées. Le M-19 a 
été acheté de la compagnie Santa Cruz et le AS434, développé en Allemagne par le Dr 
Werner Müller-Ester!, nous a été gracieusement fourni par le laboratoire de Dr 
Marceau. Malheureusement, aucune détection ne s'est avérée spécifique avec ces 2 
anticorps, comme montré à la figure 34. L'anticorps CA2559 ayant toujours détecté les 
doublets spécifiques au récepteur BI, il a été utilisé comme anticorps de référence. 
Deux bandes ressemblant au doublet du récepteur BI apparaissaient avec 1'anticorps M-
19, mais le PM était trop bas pour correspondre au poids moléculaire de référence (38-
40 KDa). Des concentrations d'anticorps plus élevées n'ont pas réussi à augmenter le 
signal spécifique, même dans les témoins positifs CHûB 1 + Butyrate. Puisque 
l'anticorps M-19 est dirigé originalement contre le récepteur BI de rat (séquence 
inconnue) et reconilaît le récepteur BI humain avec une spécificité moindre (Hu et al., 
2004), nous nous sommes retournés vers un anticorps spécifique pour le récepteur BI 
humain, le AS434 (Bertram et al., 2007). Pour sa part, le signal de 1'anticorps AS434 est 
également demeuré non spécifique sur nos tissus de membranes synoviales humaines, 
malgré nos efforts. 
Diverses autres raisons peuvent être invoquées pour expliquer qu'aucun des 
anticorps n'ait réussi à déceler une trace de la protéine de récepteur BI dans nos tissus 
humains. Ces trois anticorps ciblaient une portion de la queue intracellulaire du 
récepteur à sept passages transmembranaires. Il a déjà été suggéré que les deux bandes 
disposées en doublet représentaient le récepteur BI en dessous (62 KDa) et une portion 
de celui-ci ayant subi une glycosylation d'une partie extracellulaire lors de l'activation 
in vivo (Blaukat et al., 1999) au dessus (72 KDa). Les cellules CHû transfectées 
expriment sans aucun doute le récepteur Bisous forme de doublet, contrairement aux 
échantillons de tissus humains (figure 32). Il est possible que cette glycosylation du 
récepteur al soit absente dans les synoviocytes, ce qui rendrait le profil de détection par 
nos anticorps différent. D'autres modifications post-traductionnelles peuvent aussi 
affecter la détection du récepteur BI humain par les anticorps. Il est également possible 
que la liaison du ligand in vivo modifie la conformation stérique du récepteur et ainsi 
bloque l'accès de l'anticorps. De plus, la technique n'est peut-être pas assez sensible 
pour détecter des niveaux très faibles de récepteur BI dans les membranes synoviales. Il 
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est possible que la quantité de protéines extraites des membranes synoviales n'ait pas 
été suffisante à la détection par Western. Le type de tissu avec lequel nous travaillons 
. est très hétérogène et la quantité variable de synoviocytes exprimant le récepteur BI qui 
se retrouve dans nos expériences peut rajouter à la faiblesse du signal. À cet égard, des 
résultats récents générés dans notre laboratoire (non publiés) suggèrent que les cellules 
exprimant le récepteur BI sont dispersées de façon très hétérogène dans le tissu, et 
qu'elles sont peu nombreuses (Annexe l, figure 38). Comme la technique de PCR est 
très sensible, il permet de détecter le signal de l' ARN du BI, ce qui n'est pas le cas des 
protéines. Selon la figure 39 montrée à l'Annexe l, les spécimens provenant de patients 
avec OA possèdent plus de cellules exprimant le récepteur Bique les quelques 
spécimens histologiques de patients non arthrosiques (figure 39). Ces résultats sont la 
seule preuve de l'expression potéique du récepteur BI et l'unique comparaison avec des 
tissus non-arthritiques disponibles; ils confirment que l'ARN élevé des tissus OA 
(figure 16) serait traduit en protéine. D'autres techniques n'utilisant pas d'anticorps, 
mais plutôt des agonistes radioactifs ou les réponses fonctionnelles (discuté plus haut), 
seraient envisageables dans le futur. 
8.4. Variabilité; causes et conséquences 
Dans nos études, le thème de la variabilité revient fréquemment et mérite d'être 
abordé séparément. Premièrement, les variations inter-patients peuvent être dues à 
plusieurs facteurs génétiques, environnementaux et pharmacologiques, simplement en 
exprimant plus ou moins de récepteurs BI. Nous spéculons que le degré de la maladie 
ainsi que les différents traitements et autres facteurs biologiques de chaque patient 
influencent l'expression relative du récepteur BI. Par exemple, un patient traité avec un 
médicament anti-TNF (Etanercept) ou un anti-inflammatoire non stéroïdien (Aspirin©, 
Célécoxib) présenterait théoriquement moins d'inflammation locale qu'un autre patient 
traité uniquement avec un analgésique de type opioïde. Comme l'expression de base du 
récepteur BI était très variable selon le patient (figure 16), il est normal que les niveaux 
des biomarqueurs (discuté plus bas) soient aussi relativement différents dans les 
explants après incubation avec le véhicule. La stratification des niveaux d'expression du 
récepteur BI selon les traitements des patients (figure 14) nous a d'ailleurs montré qu'il 
existe une différence significative de cette expr~ssion amenée par la prise d'anti-
inflammatoires ou celle d'analgésiques de type opioïde. Toutefois, les différentes 
réponses des explants stimulés seraient difficiles à stratifier selon les traitements 
113 
pharmacologiques. En effet, tous les explants ont été incubés durant 16 heures dans du 
milieu de culture (ou avec IL-l~) avant d'ajouter les agents des conditions 
expérimentales, et ce pour stabiliser tous les tissus à la même situation de départ. De 
plus, plusieurs tissus utilisés pour les études d'explants font partie d'un groupe de 
patients dont nous n'avons pas encore obtenu l'accès aux dossiers médicaux. 
Ensuite, l'hétérogénéité du tissu humain utilisé pour les études ajoute une 
complication supplémentaire qui doit être prise en considération. La membrane 
synoviale se trouve dans un enchevêtrement de tissu adipeux et de fibres 
extracellulaires. Elle est souvent fibreuse et entoure la capsule de la cavité articulaire 
qui joint les ligaments. Lors de la chirurgie de remplacement de genou, tous ces tissus 
mous sont enlevés avec les extrémités d'os et réunis dans un sac stérile. À la réception 
du spécimen au laboratoire, nous devons isoler la membrane synoviale du reste des 
tissus mous. Nous savons que les cellules les plus susceptibles d'exprimer le récepteur 
BI sont les synoviocytes et les macrophages, mais il est difficile d'obtenir uniquement 
la membrane· synoviale composée de synoviocytes pour nos explants. Le tissu récolté 
est rarement uniforme et plutôt fibreux. La graisse est enlevée du mieux possible, mais 
il en reste tout de même toujours intrinsèquement. De ce fait, la proportion de cellules 
répondant à nos stimulations varie d'un expIant à l'autre, d'un patient à l'autre. Avant et 
après les incubations, les tissus sont toujours rincés avec du milieu d'incubation frais 
pour diminuer les variations. Néanmoins, il existe une variation incontrôlable quant au 
tissu lui-même, et il est important de le comprendre pour jusitifer la variabilité des 
résultats lors de nos analyses. Il serait très difficile après coup de quantifier la variation 
causée par l 'hétérogénéité des tissus. Par contre, des marqueurs spécifiques auraient pu 
être employés conjointement à la cytométrie en flux pour obtenir les proportions de 
synoviocytes précises utilisées pour les stimulations d'explants de membrane synoviale. 
De plus, les cellules exprimant le récepteur BI semblent être distribuées de façon 
hétérogène dans le tissu synovial. En effet, une étude histologique préliminaire 
effectuée dans le laboratoire (Annexe 1) a montré que ces cellules sont principalement 
des macrophages et très peu nombreuses. Cette hétérogénéité constitue une source 
additionnelle de variation entre les explants. 
Également, des variations de type méthodologique expliquent quelques-uns de 
nos résultats. Des mesures répétées avec les matrices d'anticorps ont montré des 
niveaux de cytokines remarquablement différents dans différents aliquots du même 
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milieu d'incubation. La comparaison des données attribue à l'essai une vanance 
moyenne de plus de 40%, ce qui est inadéquat pour les tests statistiques. Ces différences 
peuvent s'expliquer par une trop grande sensibilité des matrices d'anticorps à de faibles 
variations dans les conditions expérimentales. Pour contrer cette observation, nous 
avons décidé d'utiliser des valeurs provenant d'une même expérimentation (figures 18 à 
23) pour pouvoir les comparer; les résultats étant relatifs les uns par rapport aux autres, 
et de ce fait comparables. En outre, la technique de zymographie présente aussi ses 
inconvénients puisque les résultats sont variables d'un essai à l'autre. L'activité MMP-2 
dans les milieux d'incubation a été mesurée plusieurs fois et les données compilées pour 
augmenter la taille de l'échantillon. L'expression des données en pourcentage des 
véhicules devait réduire cet écart pour la comparaison entre les groupes. En général, la 
taille des échantillons aurait avantage à être plus élevée pour rejoindre une puissance 
statistique nécessaire chez l'humain. 
8.5 Exploration de marqueurs fonctionnels du récepteur Bl dans les 
explants de membranes synoviales 
Les études fonctionnelles sur le récepteur BI nous permettraient de mieux 
comprendre l'effet signalétique des médiateurs cellulaires en aval. Le but de l'étude des 
matrices d'anticorps était d'identifier les cytokines dont la production était augmentée 
spécifiquement après l' acti vation du récepteur BI par l' agoniste et diminuée par 
l'antagoniste, ou l'inverse. En général, pour les explants ayant subi une pré-incubation 
de rinçage (figures 21-22-23), la présence d'une cytokine particulière dans le milieu de 
culture varie d'un expIant à l'autre même chez les explants incubés avec le véhicule. 
Selon nos résultats, après l'activation du récepteur BI avec l'agoniste SDPDAK durant 
24 heures, la sécrétion d'une cytokine peut être augmentée dans un expIant et être 
complètement inhibée dans l'autre. Prenons par exemple la cytokine GRO (oncogène 
relié à la croissance), une cytokine probablement impliquée dans la destruction du 
cartilage (Honorati et al., 2002). Un des tissus répond à la stimulation avec l'agoniste 
BIen sécrétant près de trois fois plus de GRO, alors que le suivant répond à la même 
stimulation en diminuant de moitié la production de la même cytokine. Il en est de 
même pour toutes les cytokines, ainsi que pour les stimulations avec l'antagoniste en 
présence d'agoniste. Une exception est observée avec la cytokine IL-13 ; tous les 
explants bloquent la production de l'IL-13 après l'activation du récepteur BI avec 
l'agoniste, et la reprennent en présence de l'antagoniste. Par contre, les analyses 
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statistiques montrent que ces différences ne sont pas significatives. Dans quelques cas, 
certains explants ne répondent pas du tout à aucune des stimulations, les niveaux de 
production des cytokines restant à zéro. Nous n'avons donc pas réussi à identifier une 
cytokine directement dépendante de la signalisation du récepteur BI lorsque les 
explants subissent un rinçage de 16 heures avant les stimulations. 
D'autre part, les explants ayant subi une pré-incubation avec l'IL-1 (figure 18-
19-20) montrent aussi une grande variabilité quant à la production de cytokines en 
présence du véhicule. De la même façon, la sécrétion d'une cytokine peut être 
augmentée dans un expIant et être complètement inhibée dans l'autre suite à l'activation 
du récepteur BI avec SDPDAK durant 24 heures. Par exemple, la cytokine IL-2, 
impliquée dans la réaction inflammatoire locale, est augmentée légèrement en réponse à 
l'agoniste BI dans deux explants, diminuée de presque moitié dans deux autres et 
inchangée dans deux autres. L'ajout de l'antagoniste en présence de l'agoniste suit un 
profil de production semblable, et ce, pour toutes les cytokines. Les deux seules 
cytokines semblant suivre une augmentation après la stimulation du récepteur BI 
seraient le TNF-~ et le TGF-~, mais cette observation n'est pas statistiquement 
significative. Selon la littérature, nous avions cru qu'en pré-incubant les explants avec 
l'IL-1~, l'expression fonctionnelle du récepteur BI serait augmentée (Pan et al., 1996; 
Bastian et al., 1998) et que par conséquent, les stimulations avec un antagoniste et/ou un 
agoniste BI auraient plus d'impact en aval vu le nombre augmenté de récepteurs 
présents à la membrane pour capter les ligands. Les niveaux de cytokines sécrétées au 
cours de l'activation d'un plus grand nombre de récepteurs BI auraient été plus élevés, 
et mieux détectables. Malheureusement, cette hypothèse ne' s'est pas avérée utile pour 
identifier les cytokines directement affectées par l'activation du récepteur BI. Nous 
croyons qu'en augmentant le nombre de patients dans le but de stratifier les groupes 
analysés selon leur médication et leur âge, il serait possible d'atteindre une différence 
significative. 
Dans le cas de la production des prostaglandines, le même raisonnement 
s'appliquait pour identifier un lien direct et fonctionnel entre l'activation du récepteur 
BI et les prostaglandines formées. La méthode utilisée n'a pas permis de détecter les 
niveaux de PGE2 probablement trop faibles puisque dilués dans 2 mL de milieu de 
culture d'explants. Malgré ce fait, il est possible d'en déduire que l'activation du 
récepteur BI, même induit par l'IL-1~, n'était pas suffisante pour stimuler la production 
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de prostaglandines en quantité détectable. D'autres études avaient montré que la 
signalisation du récepteur BI menait directement à la formation de prostaglandines 
(Bathon et al., 1992); nous ne pouvons en affirmer autant avec notre modèle. 
Comme les métalloprotéases sont sécrétées par les cellules dans l'espace 
interstitiel, il était normal de ne pas les retrouver dans les protéines extraites d'explants 
de membranes synoviales. La présence de MMP-2 dans les milieux d'incubation 
(surnageant) est toutefois incontestable (figure 24). Ces protéases ont souvent été 
associées à la dégradation du cartilage dans l' ostéoarthrose, et probablement sécrétées 
par les synoviocytes (Fernandes et al., 2002). Des niveaux élevés de MMP-2 sont 
présents dans les liquides synoviaux de patients atteints d'OA (Kanyama et al., 2000). 
D'autres MMPs jouent un rôle dans la maladie, mais la technique utilisée prend 
avantage de l'activité gélatinase des MMP-2 et MMP-9. Dans notre cas, le signal de 
MMP-9 n'était pas assez clair pour le quantifier; nous nous sommes donc concentrés 
sur MMP-2. La proforme de MMP-2 doit normalement être clivée pour devenir active 
et ne possède donc pas d'activité protéasique. L'activité gélatina se lui est conférée lors 
de la migration sur gel puisque la portion du peptide recouvrant le site actif est soulevée 
par les conditions de migration de l'expérience. Cependant, cette activation se fait de 
façon erratique et ne devrait pas être considérée lors de la quantification de la forme 
active. À ce sujet, l'activité MMP-2 ne montre aucune différence significative entre les 
groupes de la série d'explants pré-incubés avec le véhicule pour rinçage puis stimulés 
avec l'agoniste BI humain seul ou combiné à l'antagoniste (figure 26). À l'inverse, la 
pré-incubation des explants avec IL-1~ a diminué de 50% l'activité de MMP-2 clivée 
dans les surnageant s, et ce pour les deux groupes de stimulation (figure 25). Selon notre 
hypothèse, la présence de l' IL-1 ~ dans les milieux d'incubation stimulerait l'induction 
du récepteur BI à la membrane pour ensuite permettre à la cellule de mieux répondre à 
son agoniste spécifique. Pharmacologiquement, nos résultats pourraient indiquer que 
l'activité de MMP-2 dépend du récepteur BI induit si l'effet de l'agoniste était bloqué 
par la présence de l'antagoniste. Comme la stimulation par les deux ligands (SDPDAK 
et dHOE) diminue l'activité de MMP-2, nous ne pouvons conclure que l'effet est 
spécifique du récepteur BI. Malgré cela, nous pouvons affirmer que l'activité de MMP-
2 est définitivement influencée par la présence d'IL-1~. 
Nous avons aussi examiné l'expression protéique de MMP-2. Brièvement, 
aucune différence d'expression n'est observée entre les groupes de stimulation 
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d'explants, qu'ils aient été pré-incubés ou non avec l'IL-l~. L'expression de la forme 
clivée ne subit aucune modification significative (figure 28 et 29). L'anticorps utilisé 
reconnaissant une portion centrale des formes clivées ou non, le niveau d'expression de 
la forme totale est obtenu en additionnant les valeurs de la proforme à celles de la forme 
clivée. Le ratio des formes clivées / formes totales, important pour quantifier la 
proportion de MMP-2 active exprimée, ne montre également aucune différence 
significative par rapport au véhicule. Encore une fois, des valeurs très étendues 
montrées dans les figures 28 et 29 peuvent être en cause. Comme il est observé dans les 
figures 25 et 26, la variation à l'intérieur des groupes est extrêmement étendue. Dans un 
même groupe de stimulation, un expIant peut exprimer MMP-2 active à 175% du 
véhicule, alors qu'un autre montre une activité MMP à 20% du véhicule. Comme 
discuté plus haut, ces grandes différences peuvent être dues à l'origine du tissu, et aux 
différences génétiques inter-individuelles. 
À son tour, la (COX-2) humaine est impliquée dans l'inflammation en 
produisant les prostaglandines à partir de l'acide arachidonique. Parce que le profil 
d'induction du récepteur BI a souvent été comparé à celui de la COX-2 (Calixto et al., 
2000), nous avons examiné l'expression protéinique de celle-ci dans nos tissus 
d'explants pré-incubés avec IL-l~ et stimulés par la suite avec l'agoniste seul ou 
combiné à l'antagoniste BI. À première vue, la figure 36B semble indiquer une 
augmentation de l'expression de COX-2 dans les explants stimulés avec l'antagoniste 
BI par rapport au véhicule. Pourtant, lorsque les valeurs individuelles pour chaque 
expIant sont montrées (figure 36A), un profil totalement différent se dessine. En effet, la 
variabilité des résultats à l'intérieur du même groupe est démontrée plus clairement dans 
cette deuxième figure, qui annule la conclusion de la figure 36B. La correction des 
valeurs par le niveau d'expression généralement uniforme de la quantité de protéines 
GAPDH rend la quantification plutôt fiable. Nous savons que l'enzyme COX-2 induit 
l'inflammation, et donc indirectement le récepteur BI. Des résultats concordants et 
fiables auraient pu nous donner beaucoup d'information sur l'induction de l'enzyme 
COX-2 via la signalisation en av~l du récepteur BI. À l'opposé, nous ne pouvons ici 
confirmer aucun lien direct entre les deux. Ce lien pourrait être en amont du récepteur 
BI, et donc l'enzyme COX-2 l'induirait d'une façon directe par interaction ou encore 
plus indirectement par la voie des prostaglandines. 
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Les MAPKs sont des enzymes impliquées dans plusieurs voies de signalisation 
de récepteur membranaire, dont le récepteur BI des kinines. L'activation du récepteur 
BI par son agoniste devrait induire une signali~ation intracellulaire par la protéine Ga et 
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ses effecteurs pour augmenter le calcium intracellulaire et arriver à activer les MAPK 
(Larrivée, 2001). Les effets des MAPK sont variés, mais une des résultantes principales 
est la relocalisation du facteur de transcription NF -KB pour la transcription de gènes 
inflammatoires (Calixto et al., 2004). De façon intéressante, ce processus pourrait 
constituer le lien direct de la signalisation du récepteur BI avec l'augmentation de 
l'expression de COX-2. Comme aucune différence pour COX-2 n'a pu être détectée 
entre les groupes,nous avons considéré F expression de trois MAPK principales; p38, 
JUNK et ERK 1/2. Malheureusement, pour une même stimulation à l'agoniste seul ou 
combiné à l'antagoniste BI, les explants provenant de patients différents induisaient une 
expression différente des MAPK phosphorylées / totales. À la figure 37, certains 
échantillons montrent des différences plutôt élevées avec le véhicule, mais la variabilité 
est grande. Par conséquent, les tests statistiques ne parviennent pas à détecter une 
différence significative entre les groupes. La correction des valeurs quantifiées des 
formes phosphorylées (activés) par les formes totales d'enzymes exprime la 
quantification sou~ forme de ratio (phosphorylé / total) et est donc fiable. Nous ne 
pouvons toutefois conclure que la stimulation des explants avec un agoniste seul ou 
combiné à un antagoniste BI, précédée ou non par une pré-incubation avec l'IL-l~, 
affecte la présence des MAPK phosphorylées dans nos tissus. 
8.6 Évaluation de plusieurs inducteurs connus dans la stimulation de 
l'expression du gène BI 
Divers agents sont reconnus pour induire l'expression et la fonction du récepteur 
BI selon différents mécanismes. Certains, tels que la cycloheximide ou le FBS 10%, 
augmente la stabilité de l'ARNm (Moreau et al., 2007). D'autres, en particulier les 
cytokines pro-inflammatoires, stimulent aussi la translocation de NF-KB. La 
dexaméthasone est un glucocorticoïde qui agit comme régulateur négatif du récepteur 
BI (Deblois et al., 1988) en inhibant NF-KB (Moreau et al., 2007). Nous avons utilisé 
ces différents agents pour l'étude de la régulation de l'expression de l'ARN du 
récepteur dans notre modèle. Des explants de membranes synoviales incubés durant 24 
heures avec différentes cytokines pro-inflammatoires ou agents inducteurs ont été 
comparés à ceux incubés avec le véhicule. La détection d'ARN de récepteur BI dans 
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ces tissus nous a confinné que le récepteur BI est exprimé dans les explants, même 
dans les tissus incubés avec présence du véhicule. En obtenant une taille d'échantillon 
respectable (n == 12), la variabilité a été réduite de façon à ce que la différence entre les 
groupes soit significative (p < 0,0001). Cependant, selon les résultats de la littérature, 
l'incubation avec l'IL-I~ aurait dû augmenter le niveau d'expression de l'ARN du 
récepteur BI (deBlois et al., 1991; Marceau et al., 1998) ce qui n'est pas le cas (figure 
30). De plus, la dexaméthasone montre une tendance vers la diminution de l'expression 
de l' ARN du récepteur BI par rapport à 1 'IL-I~, mais de manière non significative. 
Néanmoins, le seul groupe montrant une différence significative par rapport au véhicule 
est le groupe ayant été exposé à la cyc10heximide durant les trois premières heures de 
stimulation (pulsée). Cette dernière est un antibiotique qui bloque la synthèse protéique 
des eucaryotes et stabilise l' ARN (Moreau et al., 2007). La stimulation temporaire 
(pulsée) avec la cyc10heximide augmente l'expression de l' ARN de divers éléments, 
dont le récepteur BI (deBlois et al., 1991). Comme la stimulation avec la cyc10heximide 
a induit (ou stabilisé) l'expression de l'ARN du récepteur BI dans nos explants de 
membranes synoviales, nous pouvons affinner que l'expérience a bien fonctionné ; le 
contrôle positif est bien positif. 
L'absence d'induction du récepteur BI par les cytokines TNFa, IL-I~ et IL-8 est 
difficile à interpréter. L'accès aux cellules pourrait avoir été diminué par la matrice 
fibreuse et lipidique du tissu. Il se peut aussi que les niveaux endogènes de cytokines 
aient été maximaux pour l'induction du récepteur BI. La médication de chacun peut 
évidemment jouer un rôle dans la réponse des tissus à des cytokines pro-inflammatoires. 
Comme nous l'avons déjà mentionné, d'autres résultats non publiés nous pennettent de 
croire que les cellules exprimant le récepteur BI dans les tissus synoviaux sont surtout 
des macrophages (Annexe l, figure 38). Selon cette étude, un faible nombre de cellules 
distribuées de façon hétérogène expriment le récepteur BI. Ceci expliquerait la 




Notre travail de maîtrise nous a pennis de démontrer pour la première fois 
l'expression du récepteur BI dans les tissus de membrane synoviale de patients 
souffrant d'OA. Cette démonstration a été faite par des mesures de PCR quantitatif. 
Cependant, nous avons pu détenniner que les niveaux d'expression du récepteur BI 
n'étaient pas en corrélation avec le score histologique d'inflammation ni avec 
l'expression du facteur nucléaire NF-KB, et que la stratification des patients selon leur 
traitement phannacologique respectif ne modifiait pas ces résultats. L'expression du 
récepteur BIne semblait toutefois pas être affectée par le type de maladie (OA ou PAR) 
du patient. Nous avons tout de même réussi à démontrer que l'expression du récepteur 
BIchez les patients souffrant d' ostéoarthrose et de polyarthrite rhumatoïde est 
différente selon leur traitement phannacologique anti-inflammatoire ou non. En 
parallèle, nous avons aussi évalué le profil d'induction de cette expression dans les 
explants de membranes synoviales incubés avec différents agents inducteurs. Le 
récepteur BI n'a p'as été régulé à la hausse par ces composés dans notre modèle, à 
l'exception de la cycloheximide. 
Malgré nos efforts, nous n'avons pu démontrer que l' ARN du récepteur BI était 
transcrit et fonctionnel dans les membranes synoviales. D'autres études dans notre 
laboratoire ont toutefois montré que le récepteur BI est exprimé par un faible nombre de 
cellules de type monocyte ou macrophage dans les tissus humains. Ceci pourrait 
expliquer pourquoi les anticorps et les mesures fonctionnelles n'ont rien détecté. Les 
traitements phannacologiques reçus par les patients peuvent aussi jouer un rôle dans la 
détection de l'expression protéique du récepteur BI. 
La confinnation de la présence du récepteur BI au· niveau des tissus de 
membranes synoviales de patients souffrant d'OA demeure cependant très intéressante 
cliniquement. L'hypothèse de départ de notre projet se basait sur les affinnations que le 
récepteur BI est impliqué dans la douleur et l'inflammation. De plus, notre modèle 
humain OA démontre que le récepteur BI est présent dans cette maladie, et il est 
diminué lors d'un traitement anti-inflammatoire. De ce fait, les antagonistes spécifiques 
seraient d'un intérêt thérapeutique pour diminuer les niveaux fonctionnels de récepteur 
BI menant à la fonnation de cytokines pro-inflammatoires dans d'autres modèles. Déjà, 
certains antagonistes BI sont testés pour contrer l'inflammation locale. Toutefois, la 
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preuve de l'implication du récepteur BI dans la boucle auto-régulatrice de 
l'inflammation devra être faite chez l'humain souffrant d'OA. 
Finalement, nous suggérons dans les travaux futurs des mesures plus directes de 
l'état inflammatoire, telles que l'activation du facteur de transcription NF-KB ou 
l'activité de la COX-2. De plus, le développement d'anticorps spécifiques uniquement 
pour le récepteur BI humain nous donnerait une seconde chance de prouver la présence 
de la protéine à la membrane. Enfin, les études de stimulation de tissus avec les 
agonis tes et antagonistes BI devraient inclure le profil thérapeutique des patients pour 
permettre de stratifier les groupes. 
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Figure 38 Colocalisations du récepteur 81 et de CD68 (macrophage) dans les tissus 
synoviaux humains. Récepteur BIen vert (AlexaFluor488), CD 68 (macrophages) en rouge 
(TRITC), noyaux en bleu (DA?I). 
Notre laboratoire a effectué une étude d'immunohistochimie sur des spécimens 
histologiques de membranes synoviales provenant de patients souffrant d'OA. Les 
signaux détectant le récepteur Blet les macrophages ont été colocalisés. Brièvement, 
suivant une pennéabilisation des tissus avec la protéinase K, l'anticorps anti-B 1 humain 
CA2559 a été utilisé à une dilution de 1 : 100 et l'anticorps anti-CD68 à une dilution de 
1 : 50. Les anticorps secondaires de chèvre anti-IgG de lapin couplés à différents 
fluorochromes (TRITC et Alexafluor488) ainsi que la contre coloration au DAPI ont 
pennis de visualiser les signaux à l'aide de différentes couleurs en microscopie à 
fluorescence. La colocalisation des images montrées à la figure 38 démontre que les 
cellules marquées avec l'anticorps anti-B 1 humain sont surtout des macrophages 
(données non publiées). Les analyses plus poussées indiquent aussi que les cellules B1-
positives sont distribuées de façon très hétérogène dans le tissu, et qu'elles sont peu 
nombreuses. Contrairement à ce que l'on pourrait croire, les synoviocytes ne semblent 
pas être les cellules BI-positives. Les cellules exprimant le récepteur BI dans les 
membranes synoviales représentent principalement une sous-population de 
macrophages. D'autres données (non montrées) suggèrent que le récepteur BI n'est pas 
présent sur les lymphocytes contenus dans les membranes synoviales. Enfin, les 
spécimens provenant de patients OA possèdent plus de cellules exprimant le récepteur 
Bique les quelques spécimens histologiques de patients sans OA (figure 39). 
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Figure 39 Densité de cellules exprimant le récepteur BI dans les 
membranes synoviales de patients souffrant d'OA ou de PAR 
comparativement aux témoins. 
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Programme de recherches en arthrose . 
CHERCHEURS IMPLIQUÉS dans le projet: 
RÔLE DU RÉCEPTEUR BIDES KIN1NES DANS LA RÉPONSE INFLAMMATOIRE 
ARTICULAIRE 
Dr Florina Moldovan, Centre de recherche de l'Hôprtal Sainte Justine et Université de Montréal 
Dr Denis deBlois, Département de pharmacologie, Université de Montréal 
Dr Albert Adam, Faculté de Pharmacie, Université de Montréal 
Dr Nicholas Newman, Chef du service d'orthopédie, CHUM Hôpital Hôtel-Dieu 
Dr Eric Rich directeur de programme Rhumatologie, CHUM Hôpital Nôtre-Dame 
DESCRIPTION DU PROJET DE RECHERCHE 
Les recherches sur la physio pathologie de l'arthrose nécessitent l'utilisation des tissus prélevés lors de 
votre chirurgie, lesquels seraient autrement détruits conformément aux procédures en vigueur au CHUM. 
DÉROULEMENT DU PROJET DE RECHERCHE 
Les recherches portent sur les mécanismes d'apparition de l'arthrose. Ces recherches sont menées par 
l'équipe de chercheurs du CHUM, et Centre de recherche de l'Hôpital sainte Justine et l'Université de 
Montréal. 
Jusqu'à 50 sujets atteints d'une maladie articulaire nécessitant l'implantation d'une prothèse totale au 
niveau du genoux seront recrutés pour l'étude. Tous les patients seront recrutés au CHUM. Lors de 
l'intervention chirurgicale, des spécimens de cartilage, d'os et de membrane synoviale seront enlevés pour 
permettre l'implantation de votre prothèse .. 
Votre participation n'implique pas le prélèvement de tissus autres que ceux qui sont normalement prélevés 
lors d'une intervention chirurgicale de ce type. 
Les spécimens recueillis seront utilisés en totalité et uniquement à des fins de recherches sur l'arthrose. 
Aussi, chaque projet de recherche dans le cadre du programme de recherche en arthrose fera l'objet d'une 
évaluation et d'une approbation distinctes par le Comité d'éthique de la recherche du CHUM. 
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RISQUES ET INCONVÉNIENTS 
Il n'y a aucun risque, ni inconvénient prévisible quant à votre participation, laquelle ne nécessite que votre 
accord pour l'utilisation des tissus prélevés lors de la chirurgie. 
les risques potentiels pourraient être liés à la connaissance de la maladie. Cependant, puisque nous 
savons déjà que vous souffrez d'une arthropatie, nous croyons que votre participation n'aura pas de 
conséquence. 
AVANTAGES 
Vous ne retirerez aucun avantage découlant de votre participation. À tout le moins, vous aurez contribué à 
l'avancement des connaissances scientifiques. 
PARTICIPATION VOLONTAIRE ET DROIT DE RETRAIT 
Vous êtes libre d'accepter ou de refuser de participer à ce projet. Votre refus de participer n'aura aucun 
effet sur les soins que vous recevrez ni sur votre relation avec votre médecin et l'équipe de soins. Vous 
êtes également libre de cesser votre participation à n'importe quel moment sans préjudice et sans 
explications. Les échantillons non utilisés seraient alors détruits. 
En acceptant de participer à cette recherche, vous ne renoncez à aucun de vos droits légaux ni ne libérez 
les chercheurs et l'hôpital de leur responsabilité civile et professionnelle. 
CONFIDENTIALITÉ 
l'accès à vos tissus prélevés dans le cadre du Programme de recherches en arthrose sera restreint qu'aux 
seuls chercheurs de l'équipe de recherche et ce pendant toute la durée de leurs projets respectifs. Un 
code sera attribué à vos tissus et vous ne serez pas identifié par votre nom, dans quelques circonstances 
que ce soit. 
Les tissus seront traités dés leur arrivée aux laboratoires des Dr de810is et/ou Moldovan ce, jusqu'à 
utilisation complète. Par contre, les données recueillies lors des différents projets de recherche seront 
conservées dans les locaux des laboratoires de810is 1 Moldovan, pour une période n'excédant pas dix ans 
après la fin prévue dudit projet. 
les travaux de recherche dans le cadre du Programme de recherche en arthrose sont au stade 
préliminaire et expérimental et ne visent aucunement à diagnostiquer votre condition. Les données des 
dossiers de recherche n'ont aucune valeur reconnue au plan clinique ou diagnostique. Voire anonymat 
sera assuré lors de la publication des résultats. 
COMMUNICATION DES RÉSULTATS 
Puisque les données recueillies ne nous permettent pas de faire un diagnostic concluant ou significatif pour 
votre santé, nous ne vous communiquerons aucun résultat personnel. Il en sera de même pour toute 
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personne ou organisme qui pourrait se montrer intéressé à connaître ces résultats, sauf si la loi nous y 
oblige. Enfin, aucune ce ces informations ne sera versée dans votre dossier médical. 
PERSONNES-RESSOURCES 
Si vous désirez de plus amples renseignements au sujet de votre participation, vous pouvez communiquer 
avec le Dr Denis deBlois du département de pharmacologie au numéro 514-994·3783 ou 514-34~6111, 
poste 0915. Pour toute question concernant vos droits en tant que sujet de recherche, vous pouvez 
communiquer avec la Commissaire adjointe à la qualité des services de l'Hôpital Notre-Dame du CHUM, 
Madame Louise Brunelle, au numéro 514-890·8000, poste 2604 7. 
CONSENTEMENT 
J'ai lu et j'ai compris le présent projet de recherche, lequel on m'a expliqué. J'ai eu l'occasion de poser 
toutes les questions quant à ma participation à cette recherche et on y a répondu à ma satisfaction. Je 
comprends que je demeure libre d'accepter ou de refuser de participer sans que cela n'affecte en aucune 
façon les soins dont je pourrais bénéficier dans l'avenir ni ma relation avec mon médecin. 
Nom du ".jet (Majuocyleo) Dale 
DÉCLARATION DU CHERCHEUR OU DE SON REPRÉSENTANT AUTORISÉ 
Je certifie avoir expliqué le projet au sujet ainsi que le formulaire de consentement. Je certifie avoir 
répondu à ses questions et lui avoir indiqué qu'il demeure libre à tout moment de mettre un terme à sa 
participation. 
Nom de la petconne désignée pat le 
cIten:heu, pOIU oblenir le 
consente-ment 
Nom du chettheu, 
Se formulaire doit Elle sigÏ.é en 2 exemp}:IÎIe. : 
• Une remise au 3Ujel 
Une co...-ée pat le chelr:Mur 
v ..... on (li septembre 03) 
Fonc:tion Sign"t.,. Dale 
Signatu,e Dale 
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